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序章 
 
1. リボソーム 
1-1. リボソームの構造 
 リボソームは、すべての生物に共通する「翻訳装置」であり、3 つの RNA と 50 余りのタンパク質が複雑
に組み合わさった巨大分子である（図 1）。バクテリアのリボソームは 70S の沈降係数を持ち、大小二つの
サブユニット（30S および 50S サブユニット）から構成され、大腸菌のリボソームの総分子量は 2.7 MDa
にのぼる。両サブユニットとも、その構造的・機能的中枢は RNA が担う。30S サブユニットでは、16S 
ribosomal RNA (rRNA)がそれにあたり、21 個のリボソーマルタンパク質がその周りを取り囲んでいる 1-2。
50S サブユニットでは、23S rRNA が中心骨格となり、その周りに 5S rRNA と 33 個のリボソーマルタンパ
ク質が配置されている 3-4。 
 このように巨大かつ複雑なリボソームの分子構造解明に向けて、世界中のグループが激しくしのぎを削っ
たが、2000 年には Yonath ら 1、Ramakrishnan ら 2により Thermus thermophilusの 30S サブユニットの構
造が解明され、同年 Steitz らにより Haloarcula marismortuiの 50S サブユニット構造 3が解明された。2001
年には Yonath らにより Deinococcus radioduransの 50S サブユニットの構造 4が解明され、同年 Noller ら
6により Thermus thermophilusの 70S リボソームの構造が解明された。さらに 2005 年には Cate らにより
大腸菌 70S リボソーム 5の構造が解明され、2006 年には Ramakrishnan ら 7により Thermus thermophilus
の 70S リボソームの高解像度構造が解明された。 
 
図 1 Thermus thermophilusの 70S リボソームの立体構造（PDB: 4V426） 
図はMolMil 分子ビューワ（PDBj）により作成した。 
50S
30S
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1-2. リボソームの翻訳機構 
 リボソームによる翻訳過程は、messenger RNA（mRNA）にコードされた遺伝暗号を解読し、タンパク質
へと変換する一連の反応である。翻訳過程は、開始・伸長・終結の三段階に大別され、反応の過程で30Sサ
ブユニットと50Sサブユニットとが会合と解離を繰り返す。 
 開始段階では、遊離状態にある30Sサブユニットが翻訳開始因子の助けを借りmRNAに結合する。この結
合は、16S rRNAの3'末端にあるアンチ-シャイン-ダルガーノ配列（ASD配列）とmRNAの開始コドン上流に
位置するリボソーム結合部位（シャイン-ダルガーノ配列 [SD配列]）の相補性に基づく。その後、開始tRNA
（fMet-tRNA）、50Sサブユニットが複合体に結合し、翻訳開始因子の脱離などを経て70S開始複合体が完成
する。伸長段階では、まず、2番目のコドンに対応するアミノアシルtRNAがA部位に結合し、次にP部位に結
合した開始tRNA上のアミノ酸（メチオニン）を次のtRNAに引き渡し（ペプチド転移反応）、ペプチド結合
が形成される。リボソームはmRNA上を3’末端側に1コドンずつ移動し、次の伸長サイクルに入る。トランス
ロケーションと呼ばれるこのリボソームのmRNA上の移動は、30Sサブユニットが50Sサブユニットに対して
つめ車（ラチェット）に似た運動8による（https://www.youtube.com/watch?v=JsP7Nr-7zKo）。70Sリボ
ソームは、このラチェット様運動を繰り返し、ポリペプチド鎖を伸長させるが、リボソームのA部位に終止コ
ドンに対応するtRNAが対合すると、翻訳も終結段階を迎える。ポリペプチド鎖はリボソームから遊離し、70S
リボソームはサブユニットに解離、再び開始段階に戻る。 
 
1-3. リボソームの生合成 
 リボソームの生合成は、rRNA とリボソーマルタンパク質の他に、RNase や RNA ヘリカーゼ、GTPase な
ど種々の因子が関わる複雑な過程である。rRNA は、まず前駆体として合成されたのち、RNase による切断
や塩基修飾などのプロセッシングを受ける。rRNA の高次構造の形成は、修飾塩基などを指標に進行し、そ
の過程でリボソーマルタンパク質が段階的に組み込まれていく 9。 
 
2. リボソームの変異感受性と 16S rRNA遺伝子の生物種固有性 
 上述の通り、リボソームは、分子構造、反応機構、生合成過程のいずれもが非常に複雑である。それゆえ、
リボソームの各構成成分をコードする遺伝子は、各生物において協調的な進化を辿り、生物種間で移動（水
平伝播）することはないと考えられてきた 10。このような特性から、16S rRNA 遺伝子は生物種固有であると
広く認識されており、バクテリアの進化系統分類の指標として使われてきた 11。 
 16S rRNA 遺伝子は生物種間で水平伝播しない（であろう）と同時に、点変異に対しても感受性が高い。
Laios らは、大腸菌の 16S rRNA 遺伝子に対しランダム変異を導入したところ、同時に変異導入できる塩基
数は、1,542 塩基中せいぜい 15 個程度であることを報告している 12。また、Yassin らは、16S RNA 遺伝子
へのランダム変異の多くが、リボソームの翻訳活性に有害であることを報告している 13。 
 
3. 16S rRNA遺伝子のゲノム内多型とリボソームの柔軟性 
 大腸菌（Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655）のゲノムには、7 つの rRNA オペロン（rrnオペロン：
rrnA, rrnB, rrnC, rrnD, rrnE, rrnG, rrnHオペロン）がコードされている。これらのオペロンに含まれる 16S 
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rRNA 遺伝子（rrsA, rrsB, rrsC, rrsD, rrsE, rrsG, rrsH）に着目すると、rrsBと rrsEが完全に同一配列である
他は、互いに 1塩基から最大 19 塩基の違いが見られる（図 2）。このゲノム内の 16S rRNA 遺伝子の多型は、
大腸菌特有の現象ではなく、ゲノム内に複数の rRNA オペロンを持つ多くの生物種で普遍的に見られる。 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 大腸菌 16S rRNA 遺伝子の進化系統樹 
 大腸菌（Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655）ゲノムにコードされている 7つの 16S rRNA 遺伝子および外群である Salmonella 
entericaの 16S rRNA 遺伝子を SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/)により整列し、Neighbor- joining 法 14によ
り系統樹を作成した。Bootstrap は 1,000 回施行した。 
 
 さらに、種間（Escherichiaと Salmonella15、Actinomycetes16）または種内（Rizobium17、Vibrio chlerae18、
Bradyrhizobium19、Thermomonospora20、Streptococcus anginosus21）において、16S rRNA 遺伝子（全長
あるいは部分的）の水平伝播が報告されている。これらのことは、リボソーム、および微生物（細胞）が、
16S rRNA 遺伝子の「ゆらぎ」に対してある程度寛容であることを意味している。 
 
4. 16S rRNA遺伝子の置換によるリボソームの機能解析 
 16S rRNA 遺伝子がある程度の配列変化を許容するのであれば、それはどの程度か？ どの部位がどのよ
うに変わりうるのか？ ̶これらの問いに答えるべく、当研究室では 16S rRNA 遺伝子の全体を異種のもの
と置換するという方法により、それを探った 22-23。大腸菌と近縁な微生物の 16S rRNA 遺伝子であれば、大
腸菌の遺伝子欠損を相補できるのではないかと考えたのである。本手法では、染色体上に含まれる 7つの
rRNA オペロンをすべて欠損している大腸菌Δ7株（KT101 株）（ΔrrnG ΔrrnA ΔrrnD ΔrrnE ΔrrnH Δ
rrnB ΔrrnC, rna::KmR, pTRNA67, pRB101）24-25を用いる。KT101 株は、rRNA の欠損を補うための rrnBオ
ペロンがコードされたレスキュープラスミド pRB101（アンピシリン耐性 [AmpicilinR, AmpR], pSC101 ori, 
sacB）に加え、rRNA オペロンを染色体上から欠失する際に rRNA 遺伝子とともに欠損された tRNA 遺伝子
を補うための pTRNA67（スペクチノマイシン耐性 [SpectinomycinR, SpcR]、p15A ori）により生育が相補さ
れている。また、本宿主株は、RNase I の遺伝子欠損株（rna遺伝子がカナマイシン耐性遺伝子で置換されて
いる）であり、変異リボソーム、16S rRNA の安定性を維持するよう工夫が凝らされている。 
 具体的な実験手順を図 3に示す 22-23。まず、様々な環境由来のメタゲノムを鋳型に 16S rRNA 遺伝子のユ
ニバーサルプライマーを用い、多種多様なバクテリア 16S rRNA 遺伝子ライブラリーを PCR 増幅する。得ら
れた異種 16S rRNA 遺伝子を、異種 16S rRNA を発現させるプラスミド pRB103（ゼオシン耐性[ ZeocinR, 
ZeoR]、pSC101 ori）にコードされた rrnBオペロンの 16S rRNA 遺伝子と交換し、異種 16S rRNA 遺伝子と
大腸菌 23S rRNA（rrlB）遺伝子、大腸菌 5S rRNA（rrfB）遺伝子により構成されるキメラ rRNA オペロンを
 MG1655 rrsA
 MG1655 rrsB
 MG1655 rrsE
 MG1655 rrsC
 MG1655 rrsD
 MG1655 rrsG
 MG1655 rrsH
 Salmonella enterica
61
54
72
99
0.005
19塩基 
1,542塩基 
同一 
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構築する。次に、pRB103 を KT101 株に導入し、さらにスクロースカウンターセレクションによりレスキュ
ープラスミド pRB101 を脱落した宿主を選択する。異種 16S rRNA が大腸菌リボソームのその他成分と和合
し、機能的であればΔ7株の生育が相補され、形質転換体（KT103 株）が得られるという仕組みである。 
 
図 3 大腸菌における 16S rRNA 遺伝子の置換法の手順 
 置換に用いる 16S rRNA 遺伝子の給源には、分離菌株ゲノムやメタゲノムを用いる。16S rRNA 遺伝子の両末端は、全バクテリア間で
保存性が高いため、ユニバーサルプライマー（Bac8f と UN1541r）を用いることで、多種多様なバクテリア 16S rRNA 遺伝子を PCR
増幅できる。増幅断片を、pRB103 にコードされた rrnBオペロン（16S rDNA、23S rDNA、5S rDNA の順に並ぶ）の 16S rDNA 部位に
クローニングする。異種 16S rDNA を含む pRB103 により KT101 を形質転換し、ゼオシン（Zeo）を含む LB寒天プレート培地で選択
し、KT101 内株に pRB101 と pRB103 が共存する株を獲得する。次に、スクロースを含む LB寒天プレート培地で、pRB101 を脱落し、
pRB103 により生育を相補される株を選択する。 
 
 上記手順に従い、大腸菌Δ7 株の機能相補実験をおこなった結果、大腸菌と同じプロテオバクテリア門ガ
ンマプロテオバクテリア綱に由来する 16S rRNA 遺伝子の他、別綱のベータプロテオバクテリア綱に由来す
る 16S rRNA 遺伝子が生育を相補しうることが確認された 23。大腸菌 16S rRNA（rrsB）と進化系統上、最も
遠縁の 16S rRNA 遺伝子はベータプロテオバクテリア綱由来のものであり、配列相同性としては 81%であっ
た 23。 
 リボソームあるいは 16S rRNA は、その複雑性と変異に対する感受性の高さから、水平伝播しない遺伝子
の代表格として捉えられてきた。これに対し、水平伝播を模した「16S rRNA 遺伝子の置換実験」により我々
が得た結果 ̶綱を超えた種間和合性̶ は、16S rRNA 遺伝子あるいはリボソーム全体が、水平伝播を許
容するほどに機能的・構造的な柔軟性に富むことを示唆している 23。 
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5. 16S rRNA遺伝子置換技術の大腸菌リボソーム工学・宿主創成への応用 
 「16S rRNA を大規模に改変可能である」という発見は、リボソームの機能解析手段として新たな局面を
拓いた。それとともに、私は、この方法を駆使することで、これまで機能解析が中心に行われてきたリボソ
ーム研究に風穴を開け、「機能改良」にまで踏み込めるのではないか、と考えた。かつて、自然界で進化して
きた酵素やタンパク質は、その生物の生育条件で「最大」の機能を発揮すると思われていた。しかし、実際
には必ずしもそうではなく、多くの酵素やタンパク質の機能に十分に改良の余地があることが明らかとなっ
た。今では工業用酵素などの開発において、「進化分子工学」などの手法により機能改良することが当たり前
になっている。これと同様、リボソームにおいても、それが究極的に進化したものではなく、改良の余地が
あるのではないか？ と考えたわけである。本研究では、かつて試みられることのなかった「リボソームの
進化分子工学」の可能性を探求すべく、16S rRNA 遺伝子の置換技術を中心にリボソーム進化工学に必要な
要素技術を開発し、リボソームの解析から改変・改良へと発展させることを目指した。 
 本研究で材料として扱うリボソームの起源生物は大腸菌である、大腸菌は、学術的な目的（遺伝子工学）
から工業利用（物質生産）まで最も頻用される宿主微生物である。そのため、クローニング・発現ベクター
の開発から多様な宿主開発まで、数多くの開発・改良がなされてきた。特にタンパク質の大量発現を目的と
した解決策については、これまでに数々の方法が提案されてきた。 
 タンパク質は、転写・翻訳・タンパク質フォールディングを経て発現（生産）されるが、転写段階では、
T7 や taq などの強力プロモーターが開発され、多くの発現ベクターに組み込まれている。翻訳段階では、大
腸菌レアコドンに対する tRNA の発現プラスミドの開発や、宿主の遺伝子特性（コドン使用や mRNA の高次
構造など）に合わせ遺伝子配列を合成する方法が確立されている。フォールディング段階では、分子シャペ
ロンの添加や低温培養によるフォールディング効率化、可溶化タグの導入等の方法が提示されている。この
ように多大な研究がなされてきたが、それでもなお多くの試行錯誤を要することも少なくない。 
 発現特性の改良という点では一見同種の問題ではあるが、特定の遺伝子を大量発現させるのではなく、幅
広い生物種の遺伝子を網羅的に発現するといった要請もある。例えば、環境メタゲノムのショットガンライ
ブラリーを構築し、活性に基づくスクリーニングをおこなう場合などがこれにあたる。給源となるメタゲノ
ムには、大腸菌と近縁な微生物のみならず、遠縁のものも含まれる。これまで、宿主微生物と進化系統的に
近縁であればその遺伝子も比較的スムーズに発現するが、遠縁であれば転写・翻訳装置とのミスマッチから
発現不良となることも知られている 26-28。こうした新たなニーズに応えるためにも、新たな観点から発現問
題に取り組むことは有意義なのではないかと考えられる。 
 このような大腸菌における異種遺伝子発現問題の背景を受け、大腸菌 16S rRNA 遺伝子の置換技術は、翻
訳装置リボソームに従来にない手法でメスを入れ、新たな宿主機能を引き出せるのではないかと考えた。特
に、16S rRNA 遺伝子は環境中に無尽蔵に存在していることから、リボソーム機能・宿主機能の変化度もそ
れに応じた多様性を示すことも期待される。さらに、16S rRNA 遺伝子の置換によるリボソームの機能変化
は、大腸菌内遺伝子の翻訳プロファイル（プロテオーム）を変動させ、それがトランスクリプトーム、メタ
ボローム、そしてフェノタイプを変化させると予想される。それゆえ、リボソームの特性を改変することが、
大腸菌の細胞システムを変動し、システム全体として新たな機能を創出することもありうるのではないかと
考えた。リボソーム工学の宿主創成技術としての応用である。 
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6. 本論文の構成と概要 
 本博士論文は本章（序章）に始まり、第１章から第４章、そして終章で構成されている。 
 「第 1 章」では、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子置換技術のハイスループット化に向けた種々の実験改
良に関して記載した。メタゲノムを鋳型に 16S rRNA 遺伝子を増幅する際のプライマー配列の再検討、カウ
ンターセレクションの実験操作の最適化、異種 16S rRNA 発現プラスミドの選択薬剤の変更をおこなった。
これらの改良を加えた 16S rRNA 置換実験法を”RINSPEX（Ribosomal RNA Interspecies Exchange）”と名付
け、第 2 章以下の研究に用いた。なお、カウンターセレクション操作の安定性（偽陽性、偽陰性の出現）が
機能スクリーニングの際に大きな問題となることも予想されたため、新規なカウンターセレクション手法に
ついても開発した。最終的に RINSPEX 法には組み込まれることはなかったが、合わせて記載してある。 
 「第 2 章」では、RINSPEX 法により、大規模な 16S rRNA 遺伝子の置換変異株ライブラリーを構築した。
特に、「大腸菌リボソーム成分の種間和合性の範囲を特定する」という興味から、大腸菌と進化系統的に乖離
した（配列相同生の低い）微生物由来の 16S rRNA を探索することを第一義的におこなった。「大腸菌 16S 
rRNA の配列自由度 ̶どこをどの程度、どのように変えられるのか？」を知ることは、今後リボソーム工
学を進める際の重要な指針ともなる。 
 「第 3 章」では、第 2 章で得た KT105 変異株のうち、大腸菌とは最も遠縁な微生物（アシドバクテリア）
由来の 16S rRNA 遺伝子（16SNS11）の機能解析を、キメラ解析の手法によりおこなった。その結果、16SNS11
によって生育を相補されたKT105株 NS11株の生育不良に関わる重要部位が16SNS11遺伝子全体に散在する
のではなく、3’ minorドメインに集中していることを突き止めた。また生化学実験により、16SNS11の 3’ minor
ドメインがもたらす機能低下の要因は、30S サブユニットのアッセンブリー効率の低下と 30S-50S サブユニ
ット間相互作用の低下に起因すると結論された。さらに 3’ minor ドメイン内の点変異解析の結果、わずか一
組の塩基対変異（2 塩基の変異）で、リボソーム機能（宿主株の増殖）がドメイン全体の置換に匹敵するこ
とを見出した。本章では、RINSPEX 法でおこなった遺伝子全長を置換する手法に加え、ドメインベースでの
置換も 16S rRNA の改変手法として利用可能であることを確認し、進化工学を進めていく上での有効な変異
手法として付け加えることとした。 
 「第 4 章」では、16S rRNA 遺伝子が置換された大腸菌変異株の表現型変化を、フェノタイプマイクロア
レイ解析により検証した。、本章では、16S rRNA 遺伝子置換によりもたらされる宿主大腸菌の表現型変化の
範囲を詳細に知ることで、今後、宿主工学として発展させることの可否・是非と方向性を検討した。そのた
め、第 2章で得られた変異株を材料に、多数の検査項目に対する変異株の挙動を調べた。 
 「終章」では第１章から第４章までの結果を総括し、今後の展望を述べている。 
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第 1章 16S rRNA遺伝子置換実験のハイスループット化： 
    RINSPEX法の開発 
 
 
キーワード：16S rRNA 遺伝子ユニバーサルプライマー、ゼオシン、カウンターセレクション、 
      RINSPEX 法、トキシン-アンチトキシンシステム、発現アンチセンス法 
 
 
	 本章では、16S rRNA 遺伝子置換技術のハイスループット化をおこなった。具体的には、異種 16S rRNA
遺伝子を PCR増幅する際のプライマーの改良、異種 16S rRNA 遺伝子の発現プラスミド pRB103 の薬剤
耐性マーカーの変更、スループットの限界を規定していたカウンターセレクション操作の改善や新規カ
ウンターセレクションシステムの開発をおこなった。 
 プライマー改良では、天然の 16S rRNA 遺伝子とプライマー配列のミスマッチが引き起こす宿主の低
温感受性の問題を回避する新規なプライマーを設計した。 
 pRB103 の薬剤耐性マーカーについては、これまで選択薬剤として利用してきたゼオシンを高濃度ま
たは長時間利用することにより細胞内ゲノム DNA の断片化を引き起こす現象を見出したことをきっか
けに、選択薬剤をトリメトプリムに変更した。これに伴い、pRB103 の薬剤耐性マーカーを変更した。 
 以上、これらの改良点を盛り込んだ大腸菌における 16S rRNA 遺伝子の置換技術を、”RINSPEX 
(Ribosomal RNA INterSPecies EXchange) 法”と命名した。 
【16S rRNA遺伝子の置換技術のハイスループット化】 
カウンターセレクション操作の改善 
　1検体ずつのスポットテスト→全クローン同時に試験 
　アンチトキシンのサイレンシングによるカウンターセレクションシステムの開発 
選択薬剤の変更 
　ゼオシンのDNA断片化現象の確認→トリメトプリム 
16S rRNA遺伝子のユニバーサルプライマーの設計 
　Bac8fによる塩基置換に伴う16S rRNAヘリックスh2の構造変化 
 →増殖特性の変化（低温感受性） 
  →Bac1fおよびUN1542rの設計 
KT103株 
薬剤選択 
（ゼオシン） 
カウンター 
セレクション 
（スクロース） 
大腸菌Δ7株 
（rrnオペロン欠損株） 
pRB101 
（レスキュー） 
pRB103 
様々なバクテリア 
形質転換 PCR 
”RINSPEX法” 
(Ribosomal)RNA)INterSPecies)EXchange)) 
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1. はじめに 
 当研究室で開発された 16S rRNA 遺伝子置換技術では、16S rRNA 遺伝子の給源にメタゲノムを利用する
ことに特徴がある。1グラムの土にも数百万種の微生物が含まれている事実に鑑みると、16S rRNA 遺伝子は
事実上、無尽蔵な生物資源と言える。この資源を最大限に生かすことで「16S rRNA 遺伝子置換に基づくリ
ボソーム機能改変」の特徴が最大化される。しかし、これまでの実験系では、機能選択の工程に律速段階が
あり（スクロースカウンターセレクションが 1クローンずつ手作業で行われていた）、ハイスループットなス
クリーニングがなされていなかった。そこで従来の実験工程を抜本的に見直し、本技術が最大限に生きる実
験系の完成を目指した。 
 
2. 16S rRNA遺伝子置換実験に最適な 16S rRNA遺伝子増幅PCRプライマーの設計 
2-1. はじめに 
 16S rRNA 遺伝子は、全バクテリア間で高度に保存されている。特に、16S rRNA 遺伝子の両末端配列は高
度に保存され、進化系統解析で多用されるユニバーサルプライマーBac8f（AGAGTTTGATCMTGGCTCAG）
と UN1541r（AAGGAGGTGATCCARCC）1を使えば幅広い系統群からほぼ全長の 16S rRNA 遺伝子を増幅可
能である。当研究室で開発された 16S rRNA の置換実験も、当初は Bac8f/UN1541r プライマーを使って行
われていた。しかし、全バクテリアの 16S rRNA 遺伝子の両末端配列が完全に一致しているわけではない。
16S rRNA 遺伝子によっては、ユニバーサルプライマーの配列と異なる部位があり、PCR により塩基置換が
起こる可能性がある。私は、16S rRNA 遺伝子置換実験において、Bac8f の配列と天然の 16S rRNA 遺伝子配
列にミスマッチがある場合、PCR により塩基置換が起こり、それが宿主に対して低温感受性という表現型を
与える場合があることを見出した。このことは、16S rRNA の機能評価をおこなう上で大きな問題となる。
そこで、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子置換実験に適した PCR プライマーを新たにデザインすることとし
た。 
 
2-2. 材料と方法 
2-2-1. 16S rRNA 遺伝子の獲得、pRB103 へのクローニング、Δ7株への導入と機能相補実験 
 16S rRNA 遺伝子の給源として、研究室所蔵の分離菌株（大腸菌が属するガンマプロテオバクテリア綱か
ら同門のベータプロテオバクテリア綱、アルファプロテオバクテリア綱、そして、門レベルで異なるファー
ミキュティス門、デイノコッカス-サーマス門、ユリアーキオータ門に属する進化系統的に多様な分離菌株
14 種：表 1）由来のゲノムを用いた。遺伝子のクローニングから機能スクリーニングまでの工程は、すでに
研究室で確立されていた方法 2-3に従った。 
 より具体的には、まず、分離菌株ゲノムを鋳型に Bac8f と UN1541r を用いて PCR をおこない、16S rRNA
遺伝子を PCR 増幅した。DNA ポリメラーゼには KOD-FX-Neo を用いた。一方、異種 16S rRNA 遺伝子発現
プラスミド pRB103（pSC101 ori、ZeoR）については、Bac8f と UN1541r に相補的なプライマーBac8r
（CTGAGCCATGATCAAACTCTTCAATTTAAAAGTTTGA）と UN1541f（GGTTGGATCACCTCCTTACCTT 
AAAGAAGCG）を用いてインバース PCR により増幅し、16S rRNA 遺伝子領域が欠失した直鎖状プラスミド
を得た。PCR 用の DNA ポリメラーゼには KOD-Plus-Neo を用いた。こうして得られた 16S rRNA 遺伝子、
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ベクター断片を In-Fusion HD Cloning Kit により連結し、組換えプラスミドを得た。次に、それぞれの 16S 
rRNA 遺伝子がコードされた pRB103 により大腸菌Δ7 株（KT101 株）を形質転換し、カウンターセレクシ
ョン操作を経て KT103 変異株を得た。 
 
2-2-2. 分離菌株由来の KT103 株の温度感受性の観察 
 37℃での生育相補実験により生育の確認された KT103 変異株について、各コロニーを爪楊枝でつつき、6
枚の寒天プレート培地（LB Lennox、1.5% Agar、100 µg/ml Zeo、25 µg/ml Km [今後、断りがない場合、
この濃度で使用]）にストリークした。各プレートを 15℃、20℃、28℃、37℃、42℃、50℃の恒温器で 24
時間から最長 1週間培養し、コロニー形成能から温度感受性を評価した。 
 
2-2-3. 16S rRNA 遺伝子置換実験に適したプライマーの設計 
 NCBI データベース（August, 2014）に登録された 23 の分類群のバクテリアのゲノム DNA（2,476 種）か
ら、16S rRNA 遺伝子（9,624 種）の 5’末端と 3’末端配列を抽出し、MEGA 6.05を用いて整列し、サイトごと
の塩基頻度を算出した。 
 
2-3. 結果と考察 
2-3-1. Bac1f/UN1541r プライマーを用いた 16S rRNA 遺伝子置換と宿主変異株の生育温度域 
 表 1 に示す系統的に多様な微生物ゲノムを鋳型に Bac8f および UN1541r を用いて 16S rRNA 遺伝子を増
幅したところ、いずれにおいても問題なく PCR 増幅が可能であった。これらのプライマーは元来、環境中の
微生物の菌叢解析に広く用いられており、本実験においても、系統的に多様なバクテリアから効率的に PCR
増幅が可能であることが確認された。 
 
表 1 分離株ゲノムを用いた機能相補試験：16S rRNA 遺伝子の給源と機能相補結果 
 置換実験に用いた分離菌株の系統分類をまとめた。また、「PCR 増幅」の欄には、 各分離菌株ゲノムを鋳型に Bac8f と UN1541r に
て PCR した際、増幅が確認された場合を○、確認されなかった場合を×で示した。「機能相補試験」の欄には、各々の分離菌株由来の
16S rRNA 遺伝子の、大腸菌Δ7株における機能相補が確認された場合を○、確認されなかった場合を×で示した。また、分離菌株由来
の 16S rRNA 遺伝子（プライマーのアニール部位を除く）の大腸菌 16S rRNA 遺伝子（16SEco）との配列相同性も示した。 
 

   PCR 	 	 to 16SEco 
Eco Escherichia coli 
Proteobacteria 
Gammaproteobacteria 
  100% 
Sfi Serratia ficaria   95% 
Slu Spirillum lunatum  × 85% 
Oho Oxalicibacterium flavum 
Betaproteobacteria 
  82% 
Cma Caldimonas manganoxidans   81% 
Hfl Hydrogenophaga flava   81% 
Our Oligella urethralis  × 81% 
Asp Achromobacter spanius  × 81% 
Sto Sulfolobus tokodaii  × 81% 
Bsa Burkholderia sacchari   79% 
Cle Caulomobacter ledyia Alphaproteobacteria  × 78% 
Oih Oceanobacillus iheyesis THE831 
Fermicutes 
 × 77% 
Gvu Geobacillus vulcani  × 76% 
Tth Thermus thermophiles Deinococcus-Thermus  × 75% 
Pho Pyrococcus horikoshii OT3 Euryarchaeota  × 75% 
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 次に、増幅された 16S rRNA 遺伝子断片を pRB103 に組み込み、機能相補実験に供したところ、大腸菌と
同じガンマプロテオバクテリア綱に属する 1 種（Sfi）、および、同門別綱であるベータプロテオバクテリア
綱に属する 4 種（Oho、Cma、Hfl、Bsa）の 16S rRNA 遺伝子（16SSfi、16SOho、16SCma、16SHfl、16SBsa）
の機能相補が確認された（表 1）。ただし、機能相補が確認された分類群（ガンマプロテオバクテリア綱とベ
ータプロテオバクテリア綱）においても全ての 16S rRNA 遺伝子が機能相補するわけでなく、Slu、Our、Asp、
Sto、Cle の 16S rRNA 遺伝子によっては機能相補されなかった（表 1）。 
 次に、5 種の KT103 変異株および大腸菌 16S rRNA 遺伝子（16SEco）により生育相補された Eco 株につい
て温度感受性試験をおこなった。15℃から 50℃の範囲で、寒天プレート上での生育を検証した結果、28℃よ
り高温域（28℃、37℃、42℃）ではいずれの株においても生育が認められ、50℃ではいずれの株においても
生育は認められなかった（表 2）。一方、28℃より低い温度（15、20℃）では、いくつかの株において低温感
受性が見られた。ベータプロテオバクテリア綱由
来の 16S rRNA 遺伝子により生育相補された
KT103/Hfl 株は、15℃および 20℃で増殖が確認
されず、同じく KT103/Bsa 株は、15℃で増殖が
確認されなかった（表 2）。 
 16SEco の変化による低温感受性は、1993 年に
Dammel らによってはじめて報告された 4。
16SEcoへの C23U 変異が、5’末端の Pseudoknot 構造を変化させ、それに伴い大腸菌が低温感受性になるこ
とが明らかにされている 4。この Pseudoknot 構造の 5’側の領域は、Bac8f プライマーののアニール領域に重
なっている。 
 Bac8f を用いた PCR 増幅前後の 16S rRNA 遺伝子の 5’末端配列を比較したところ、低温感受性を示す株で
は、16S rRNA（16SHflと 16SBsa）内に PCR 増幅の際に生じた 19 番目の塩基に置換が確認された。すなわち
本来 19C である塩基が 19A と置換されていた。これが Pseudoknot 構造に変化を引き起こし（図 1）、
KT103/Hfl 株と KT103/Bsa 株が低温感受性になったと考えられる。 
 
2-3-2. 16S rRNA 遺伝子の両末端配列の保存性と新規 16S rRNA 遺伝子増幅用プライマーの設計 
 Bac8f プライマーに起因する低温感受性の問題を解決するため、新規なプライマーを設計することとした。
進化系統的に多様な微生物群より、可能な限り網羅的に 16S rRNA 遺伝子を獲得できるよう、バクテリア全
般の 16S rRNA 遺伝子配列を NCBI より抽出・整列し、5’、3’両末端配列の保存性を調べた（図 2）。 
 まず 5’末端側に着目すると、全バクテリアを通し、19 番目の塩基を除き、8 番から 27 番目の塩基までが
高度に保存されていた（図 2A）。Eden らによって作成された Bac8f1は、この高度に保存された領域をカバ
ーするので、確かに様々な系統群のバクテリア 16S rRNA に対してハイブリダイズしうることが確認された。
しかし、19 番目の塩基は、全バクテリア 16S rRNA 遺伝子中、大腸菌と同じアデニン（A）であるものが約
20%で、残りのほとんどがシトシン（C）であった（図 2A）。また、8番目の塩基より上流は多様度が高い（保
存性が低い）ことがわかった。上記の解析結果を踏まえ、5’末端側については、保存性が低い 19 番目の塩基
にかからない領域でプライマーを設計することとした。同時に、1 番から 7 番目の塩基は 16S rRNA の成熟
KT103 15 20 28 37 42 50
Eco      × 
Sfi      × 
Cma      × 
Hfl × ×    × 
Oho      × 
Bsa ×     × 
2KT103'LB+,-*$'
1	&
 !)"	(!)%#"	(
  
13 
に重要であり 6、この領域を 16SEco配列に固定する必要がある。そこで、1 番目から 18 番目の塩基までが大
腸菌配列と全く一致する、Bac1f（AAATTGAAGAGTTTGATC）を作成した（図 2A）。生物種によっては 1番
から 7 番目の塩基領域にミスマッチを生じるため、鋳型とのハイブリダイズ効率が低下する場合もありうる
が、適切な成熟と進化系統的な多様性確保の観点でこれ以上の最適化は困難であった。そのため、Bac1f を
用いつつ、PCR サイクルの際のアニーリング温度を目的外のバンドが出ない温度（48℃、DNA ポリメラー
ゼとして KOD-FX-Neo の使用を想定）まで下げる設定をおこなった。 
図 1 低温感受性株 16S rRNA の Pseudoknot 構造 
 16SHflと 16SBsaでは、Bac8f による PCR 増幅により、19 塩基目が置換され（CàA）、Pseudoknot 構造が変化する。Bac8f プライマ
ーのアニール領域を赤でハイライトしてある。 
 
 次に 3’末端側に着目すると、全バクテリアを通し、1,528 番から 1,541 番目の塩基まで高度に保存されて
いた（図 2B）。Eden らによって作成された UN1541r1は、1,525 番から 1,541 番目の塩基にアニールするが、
1,527 番目の塩基の保存性が低いことが確認された（図 2B）。この部位の塩基置換がもたらす大腸菌表現型
への影響は報告されていないが、5’末端側のユニバーサルプライマーの変さらに合わせ、16S rRNA の末端か
らプライマーを設計することとした。そして、保存性の低い 1,527 番目の塩基を含まない、1,528 番から 1,542
番目の塩基にアニールする UN1542r（TAAGGAGGTGATCCA）を設計した（図 2B）。 
 新しく開発された Bac1f、UN1542r を用いて Bac8f、UN1541r と同様に変異体の作成、生育相補スクリー
ニング、温度感受性試験をおこなったところ、低温感受性が現れないことを確認し、第 2 章以降の実験では
16S rRNA 遺伝子増幅に関するすべての実験は、Bac1f、UN1542r を用いておこなった。 
⚫︎ Hﬂ original 
C
G
⚫︎
G
Bac8f 
【大腸菌16S rRNAのヘリックスh2 
  および、Hﬂ・Bsaの相違部位】 
【KT103/Hﬂ・Bsa株の 
 16S rRNAのヘリックスh2】 

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図 2 16S rRNA 遺伝子末
端配列の保存性とプライマ
ーアニーリング部位 
（A）5’末端側 （B）3’末端側 
 NCBI データベース（August, 
2014）に登録された 23 の分類群
のバクテリアのゲノム DNA
（2,476 種）から、16S rRNA 遺伝
子（9,624 種）の 5’末端と 3’末端
配列を抽出し、MEGA 6.05 を用い
て整列し、各サイトの塩基使用を
算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. 16S rRNA遺伝子置換変異株の選択薬剤の変更 
3-1. はじめに 
 Zeo はブレオマイシンファミリーに属する抗生物質であり、遺伝子工学の選択薬剤として原核生物細胞（大
腸菌など）から真核生物細胞（酵母やヒト）まで利用可能である。Zeo は、Cu や Fe などの DNA の塩基対
間にインターカレートする金属イオンと複合体を形成し、1本鎖または 2本鎖の DNA の切断を触媒する 7-8。
Zeo に対する耐性遺伝子（ZeoR）は、ブレオマイシン生産性放線菌の生合成遺伝子クラスター内に見出され、
Zeo による薬剤選択をおこなう際の選択マーカーとして用いられている。このように、Zeo ならびにその耐
性遺伝子の組合せは、遺伝子工学の分野で広く浸透し、それを搭載したベクター類も整備されている。その
一方、価格が高値（200 µg/ml で使用した場合、培地 1 L あたり 11,200 円）で、光によって分解しやすい、
塩濃度の高い培地では力価が低下し使用できないというマイナス点もある。 
 私は、16S rRNA 遺伝子の置換実験において、pRB103 選択薬剤として Zeo を用いてきたが、特に、スク
ロースを含む条件（カウンターセレクション）で、高いバックグラウンドの上昇（目的外クローンの生育）
を経験していた。上述の Zeo の特性から、バックグラウンドの上昇は Zeo の力価低下によるものと予測し、
プレートの乾燥による塩濃度の上昇を防いだり、培地中の Zeo 濃度を高めたり（100 µg/ml → 200 µg/ml）
することによりバックグラウンドの問題を解決した。通常の株のメンテナンス時も Zeo によりプラスミドを
選択する際には、高濃度 Zeo を用いた。しかし、上述の通り Zeo は高価であり、スクリーニングの規模や培
養スケールが大きくなればなるほどコスト的な問題が無視できなくなる。これに加え、高濃度の Zeo を含む
培地で培養した菌体からプラスミドを回収すると、他の選択薬剤を用いた場合と比べて核酸収量（見かけの
プラスミド濃度）が高くなること、また、得られたプラスミドを用いて形質転換をおこなうと、予想される
効率よりも低くなるという現象に遭遇した。そこで、Zeo を使用する際に生じたこれらの問題を、プラスミ
ドの「量」と「質」に着眼し解明することを試みた。 
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3-2. 材料と方法 
3-2-1. 実験のストラテジー 
 Invitrogen から販売されているプラスミド pCR-Blunt
には、ZeoR とカナマイシン耐性遺伝子（KanamycinR 
[KmR]）がコードされている（図 3）。そこで、このプラ
スミドを含む大腸菌を、Zeo とカナマイシン（Km）そ
れぞれの抗生物質を含む培地で培養し、各菌体からプラ
スミドを抽出し、大腸菌の形質転換効率およびアガロー
ス電気泳動により、「量」と「質」の問題を検討した。 
 
3-2-2. Zeo または Kmを含む培地で生育した株由来のプラスミド DNA 溶液の核酸濃度 
 pCR-Blunt を大腸菌 DH5α（F-, Φ80dlacZΔM15, Δ (lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 
hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1）株に導入し、25 µg/ml の Km を含む LB 寒天プ
レート培地で形質転換体を選択した。プレートからシングルコロニーを拾い、2 mlの LB培地（25 µg/ml Km）
で前培養し（37℃、17 h、200 rpm）、その後、Km または Zeo を 25 µg/ml、または 50 µg/ml、または 100 µg/ml
を含む培地 4 ml の LB 培地に植菌した。12 時間および 24 時間培養（37℃、200 rpm）、、等量の菌液からプ
ラスミドDNAを抽出した。抽出したプラスミドDNA溶液中の核酸の量を、極微量分光光度計 NanoDrop Lite
によって測定した。 
 
3-2-3. 獲得したプラスミドによる形質転換効率 
 各条件（培養時間 [12, 24 h]、抗生物質 [Km, Zeo]、濃度 [25, 50, 100 µg/ml]）で抽出したプラスミド
DNA 溶液の質を評価するため、各プラスミド溶液中の核酸 100 pg を使用して、大腸菌 DH5α株の形質転換
効率を比較した（4回の繰り返し実験）。形質転換体は Km を含む寒天プレート培地で選択し、出現したコロ
ニーを aCoLyte 自動コロニーカウンターで計数した。 
 
3-2-4. 獲得したプラスミドの電気泳動 
 プラスミド DNA 溶液中のプラスミド DNA およびその他の核酸の存在を確認するため、プラスミド DNA
溶液中の核酸 1 µg および EcoRI 処理（10U、37℃、1 時間）をした核酸 1 µg を 0.9% [w/v] アガロースゲル
で電気泳動した。 
 
3-3. 結果 
3-3-1. Zeo または Kmを含む培地で生育した株由来のプラスミド DNA 溶液の DNA 濃度 
 12 時間培養後の収量は、抗生物質の種類および濃度の違いに関係なく大きな違いは見られなかった（図 4）。
一方、24 時間培養後では、Km で培養した場合、12 時間時の収量の 1/3～1/2 になっていたのに対し、Zeo
で培養した場合は Zeo の培地中の濃度が高くなるほどプラスミド DNA 溶液中の核酸の収量が高くなってい
た（図 4）。 
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3-3-2. 獲得したプラスミド溶液による形質転換効率 
 Km 培地由来のプラスミド DNA の場合、培養時間
（12, 24 h）および濃度（25, 50, 100 µg/ml）によら
ず、形質転換効率に大きな違いは見られなかった（図
5）。一方、Zeo 培地由来に関しては、12 時間培養後
に抽出したプラスミド DNA よりも、24 時間培養後に
抽出したものの方が、形質転換効率が低いことが認め
られた（図 5）。特に、Zeo の培地中の濃度が 25 µg/ml
よりも高い培地（50, 100 µg/ml）から抽出したプラ
スミド DNA では、形質転換効率の低下が顕著で、Zeo
の培地中の濃度が 50 µg/ml の場合に着目すると、培
養時間の違いで約 2.5 倍、形質転換効率に開きがあった（図 5）。 
 
 
 
図 5 プラスミド DNA 溶
液による大腸菌 DH5α株
の形質転換効率 
 各条件（培養時間 [12, 24 h]、
抗生物質 [Km, Zeo]、濃度 [25, 
50, 100 µg/ml]）で抽出したプラ
スミド DNA（核酸 100 pg）を使
用して、大腸菌 DH5α株の形質転
換効率を比較した。（N=2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-3-3. 獲得したプラスミド溶液の電気泳動 
 Km を含む培地で培養した場合は、いかなる条件（制限酵素処理の有無、培養時間、濃度）でもバンドが
シャープで、目的プラスミド以外のバンドは検出限界以下だった（図 6）。一方、Zeo を含む培地で培養した
場合は、24 時間培養時、抗生物質の濃度が高くなるほどバンドが薄く、また、バックグラウンドが高いこと
が確認された（図 6）。このことは、プラスミド溶液中にプラスミド DNA 以外の核酸が混入していることを
意味している。 
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図 6 プラスミド DNA 溶液のアガロース電気泳動 
（A）制限酵素未処理 （B）制限酵素処理 
 各条件（培養時間 [12, 24 h]、抗生物質 [Km, Zeo]、濃度 [25, 50, 100 µg/ml]）で抽出したプラスミド DNA溶液中の核酸 1 µg およ
び EcoRI 処理（10U、37℃、1時間）をした核酸 1 µg を 0.9% [w/v] アガロースゲルで電気泳動した。 
 
3-4. 考察  
 本実験は、16S rRNA 遺伝子の置換技術をおこなう際、高濃度 Zeo を用いた際に見出された「見た目の核
酸収量の増加」に端に発している。本実験では、16S rRNA 遺伝子の置換技術で用いるプラスミド（pRB103）
とは別のプラスミド（pCR Blunt）を利用し、Zeo 添加培地で培養した際に得られる菌体から抽出したプラス
ミド DNA の「見た目の核酸収量増加」の再現性の検証から始めた。 
 pCR-Blunt（ZeoR、KmR）を保持した大腸菌 DH5α株を Zeo または Km を含む培地で培養し、市販プラス
ミド抽出キットによりプラスミドを抽出し、添加した抗生物質の種類と核酸収量との関係を比較した。その
結果、Km 存在下で培養した場合、24 時間培養後に抽出したプラスミド溶液の核酸収量は、12 時間培養後と
比較し 1/3～1/2 に減少した（図 4）。これは、プラスミド DNA 抽出に用いた菌体量が過剰となり、溶菌が不
十分であったことが一因と考えられた。一方、Zeo 存在下で培養した場合は、培養時間が長いほど、また、
Zeo の培地中の濃度が高いほど、核酸収量が高くなった（図 4）。このことは、KT103 株を高濃度 Zeo で培
養した菌体から pRB103 を抽出した際に見られた現象と一致した。核酸収量が増加した理由は、Zeo による
プラスミドコピー数の増加、ゲノム DNA などのプラスミド以外の核酸の混入が原因であると予想された。 
 高濃度 Zeo 培地で培養した菌体から得たプラスミドを用いて大腸菌を形質転換すると、その効率は低下し
（図 5）、アガロースゲル電気泳動解析からは、プラスミドのバンドが薄く、スメアーバンドが高くなり（図
6）、見た目の核酸収量が増加した要因は、プラスミドのコピー数の増加というよりは、細胞内でゲノム DNA
が断片化を受け、それがプラスミド精製時に混入したことが原因であることが示唆された。 
 Zeo は、DNA を切断する活性を有する抗生物質である。ゼオシン耐性タンパク質（ZeoR）は、Zeo に化
学量論的に結合し無毒化するが、この作用機序は、酵素により無毒化されるβラクタム系やクロラムフェニ
コール、カナマイシンなどの抗生物質とは異なり、Zeo が ZeoRに対し大過剰となると遊離 Zeo が細胞内に
残存することとなる。Zeo を高濃度で使用した場合に見られた DNA の損傷は、これが直接的な原因であると
考えられた。また、培養時間が長いほど DNA の断片化が促進されることも確認した。Zeo による DNA の断
片化現象は、断片化されたゲノム DNA の混入により見かけのプラスミド DNA 収量が増大するだけでなく、
プラスミド DNA 自身も損傷を受ける可能性があり、下流の遺伝子工学実験の効率・精確性の低下や表現型に
影響を及ぼすことが危惧される。 
 16S rRNA 遺伝子の置換実験においても、pRB103 の選択に Zeo を用いることにより、今後種々の問題に
遭遇しかねないと考え、代わりになる抗生物質を探った。市販抗生物質（ブラストサイジン S、リファンピ
(A)
12                           24
25   50  100  25  50  100  25  50  100 25  50  100
Km            Zeo            Km            Zeo
(h)
	(µg/ml) 
(B)
25  50 100   25  50  100  25  50  100  25   50  100
12                           24
Km           Zeo             Km          Zeo
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シン、トリメトプリム）や研究室で保有する耐性遺伝子などの組合せを種々検討した結果、16S rRNA 遺伝
子置換技術における選択薬剤をトリメトプリム（Trimethoprim [Tmp]）に、耐性マーカーをジヒドロ葉酸還
元酵素（DHFR）遺伝子（TmpR）に変更することとした（表 3）。 
 なお、本節の内容は、2013 年に J. Biosci. Bioeng.にて発表した 9。 
薬剤 作用機序 価格（培地 1 L あたり） 問題点 
ゼオシン（Zeo） DNA 切断 11,200 円（200 µg/ml 使用時） 光感受性 
高塩濃度の培地で力価低下 
トリメトプリム（Tmp） 葉酸活性化阻害 18 円（10 µg/ml 使用時）  
表 3 ゼオシンとトリメトプリムの比較 
 
4. カウンターセレクション操作の改良 
4-1. 問題 
 16S rRNA 遺伝子の置換実験において、スループット拡大を阻むもっとも大きな問題が、カウンターセレ
クション工程にあった。これまでは、異種 16S rRNA 遺伝子発現プラスミド pRB103（または pRB105）で
KT101 株を形質転換し、Zeo（または Tmp）選択後のコロニー1 つ 1 つを LB 培地に懸濁し、段階希釈した
後にスポットテストにてスクロース培地での生育の可否を確認していた（図 8）。この方法では、1 日に 200
クローン程度の処理が限界であった。 
 
4-2. 解決策 
 そこで、薬剤選択後のコロニーを寒天培地からかき取り、LB 培地にまとめて懸濁し、スクロース培地に塗
布することを試みた（図 8）。その結果、pRB103-Zeo の系ではスクロース培地上でのコロニーがムコイド状
になり（この原因は現時点では不明である）、コロニーの選別が困難であった。一方、pRB105-Tmp の系で
はそうした現象は見られず、カウンターセレクションの作業効率が劇的に改善した。 
 薬剤耐性の変更は、前節で述べた Zeo による DNA 切断の問題を解消しただけでなく、カウンターセレク
ションの操作性向上にも繋がった。この改良でライブラリースケールが大幅に拡大できるとともに、ライブ
ラリーごとの「生育相補率」を正確に算出することもでき、スケールアップしてスクリーニングする前段階
として、ライブラリーの性能評価、ヒット率の見積もりを簡易に行えるという利点も生まれた。 
 
図 8 カウンターセレクショ
ン工程の模式図 
 従来（図の上段）の方法では
pRB101/pRB103 共存状態から
pRB101 を脱落させる際に、コロニー
を手作業でショ糖寒天培地にスポット
テストし、カウンターセレクションを
おこなっていた。改良法では、プレー
トからかき取ったコロニーを適宜希釈
したのちにまとめてショ糖寒天培地に
展開する。 
 
 
 
AmpR 
pRB101 
大腸菌 オペロン 
TmpR 
pRB103 
キメラ オペロン 
LB Lennox, Km, Tmp 
【従来方法】 
　コロニー1つ1つを…… 
懸濁 段階希釈 
→ →
1つ目 
2つ目 
3つ目 
→
相補 
⭕"
❌"
⭕
【改善方法】 
　全てのコロニーをかき集めて…… 
懸濁 
→
適当に希釈 
→
限界～200/日 
数万規模の 
ライブラリー構築も 
×1   1/10    1/100  1/1000 
LB Lennox, Km, Tmp 
+Sucrose 
LB Lennox, Km, Tmp 
+Sucrose 
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5. アンチトキシン遺伝子のサイレンシングによるカウンターセレクション法の開発 
5-1. はじめに 
5-1-1. 大腸菌における選択マーカーとカウンターセレクションマーカー 
 大腸菌は、宿主－ベクター系が整備されており、遺伝子工学で最も頻用されている微生物宿主である。大
腸菌の形質転換法は、その手順や効率などの点で異なるいくつかの手法があり（コンピテントセル法やエレ
クトロポレーション法、接合伝達法など）、用途によって使い分けることができる。形質転換体の選択は、栄
養要求性や抗生物質耐性に基づく場合が多い。特に後者は現在最も広く用いられる方法であり、抗生物質の
種類も、アンピシリン、カナマイシン、クロラムフェニコール、ゼオシン、トリメトプリム、スペクチノマ
イシン、ストレプトマイシン、リファンピシンなど、作用点や作用機序の異なるものが豊富に存在する。 
 一方、形質転換体から特定の遺伝子断片やそれを含むベクターを除去する為の手法は、カウンターセレク
ション（あるいはネガティブセレクション）法として知られる。カウンターセレクションマーカーとしては、
チミジンキナーゼ（thymidine kinase）10や PheS（small subunit of phenylalanyl-tRNA synthase）11-12、
CcdB13、TolC14、そして SacB15-16などが知られているが、ポジティブセレクションマーカーに比べ、その種
類は依然少ない。今後発展するであろう合成生物学において、複数のベクターを自在に出し入れするという
ニーズは拡大すると想像され、カウンターセレクションマーカーの拡充は重要な技術要素の一つと言える。 
 
5-1-2. SacB̶ショ糖によるカウンターセレクションの問題点 
 大腸菌で最も頻用されるカウンターセレクションマーカーは、枯草菌由来の SacB である。sacB 遺伝子の
産物であるレバンシュークラーゼ（Levansucrase）は、スクロースと反応することでペリプラズム層に多糖
であるレバンを蓄積し、細胞を死滅させる。細胞から除去する予定のプラスミドに sacB 遺伝子をコードし
ておき、スクロース存在下で培養することで、プラスミドを脱落した宿主を効率的に選択できる。 
 しかし、このシステムにはいくつかの問題点がある。第一に、レバンシュークラーゼ自体に細胞毒性があ
り、非選択時（スクロース非存在下）であっても、SacB の発現量次第では細胞の不安定化の要因になり得る。
第二に、sacB 遺伝子の突然変異により機能が喪失し、擬陽性が生じる場合も少なくない 16。第三に、選択時
に 5-15% [w/v] 程度のスクロースを必要とし、細胞の表現型になんらかの影響を及ぼす可能性が危惧される。 
 
 このような現状を踏まえ、新しい原理に基づくカウンターセレクションシステムの開発を試みた。特に、
トキシン-アンチトキシン（TA）システムに着目し、アンチトキシン遺伝子をサイレンシングさせる方法に
より、トキシンの効果を顕在化させる方法での細胞死誘導を考案し、実験的に検証した。 
 
5-2. 実験のストラテジー 
5-2-1. トキシン-アンチトキシン（TA）システム 
 PEC (Profiling of E. coli Chromosome) database によると、大腸菌 MG1655 株のゲノム（GeneBank: 
U00096.2 に存在する生育必須遺伝子は、302 ある 17-18。その中には、トキシン-アンチトキシン
（Toxin-Antitoxin [TA] system）システムのアンチトキシン遺伝子も含まれる。 
 TA システムは、バクテリアゲノムに普遍的に存在し、通常の生育条件では、構造的に安定なトキシンの毒
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性は、構造的に不安定だが過剰発現されているアンチトキシンによって中和されている 19。TA システムは、
トキシンの毒性の中和方法によって、下記の 5つに大別される（表４）。 
 大腸菌 MG1655 株では、最低でも 36 個の TA システムが存在すると推定されている 23。5 種の TA システ
ムのうち、大腸菌では Type II が最も多い。Type II TA システムでは、トキシン遺伝子とアンチトキシン遺伝
子がオペロン構造を取っている。一般的に、より高発現するアンチトキシン遺伝子がトキシン遺伝子の上流
に位置するが、その逆も度々見られる。また、両遺伝子間の配列は多様で、発現バランスを保つ工夫が垣間
見られる（表 5）。例えば、アンチトキシン遺伝子がトキシン遺伝子の下流にある MqsR/MqsA（トキシン/
アンチトキシン）では、両遺伝子間のスペーサー配列は一塩基のみである。この場合、トキシン遺伝子を翻
訳したリボソームが、mRNA から解離する事なく、すぐさまアンチトキシン遺伝子の翻訳を開始する
（re-initiation）と予想され、アンチトキシン遺伝子が下流に位置していても、発現量が保たれる仕組みとな
っている。HicA/HicB も、アンチトキシン遺伝子がトキシン遺伝子の下流に配置されているシステムの一つ
である。両遺伝子間には 45 塩基のスペーサー配列がある。このシステムでは、トキシン遺伝子の開始コドン
に大腸菌リボソームの認識能が低い GUG が用いられていおり、一方、アンチトキシン遺伝子の開始コドン
は大腸菌リボソームの認識能が最も高い AUG が用いられている。よって、開始コドンの使い分けにより、両
遺伝子の発現量が調整されており、トキシンの毒性が平常時マスクされていると予想される。これらの他の
TA システムにおいても、独自の巧みな戦略でトキシンとアンチトキシンの発現量バランスを維持している。 
 
Type 作用機序 
Type I20 タンパク質の状態で毒性を示すトキシン（RNase や DNase など）の mRNA に、その mRNA のアンチセ
ンス配列を有すアンチトキシンのRNAが作用することにより、トキシンタンパク質の翻訳が阻害される。 
Type II 20 タンパク質の状態で毒性を示すトキシンタンパク質に、アンチトキシンタンパク質が結合することで、そ
の毒性を中和する。 
Type III 20 タンパク質の状態で毒性を示すトキシンタンパク質に、アンチトキシンの mRNA が結合することで、そ
の毒性を中和する。 
Type IV 21 アンチトキシンタンパク質が、タンパク質の状態で毒性を示すトキシンタンパク質のターゲット分子への
結合を妨害することで、その毒性を中和する。 
Type V 22 アンチトキシンタンパク質が RNase 活性を持ち、トキシンの mRNA を切断することで、その毒性を中和
する。GhoT-GhoS TA システムの一種類のみが報告されている。 
表４ トキシンーアンチトキシンシステムの種類 
 
5-2-2. TA システムを利用した細胞致死誘導 
 TA システムの巧みな発現量バランスの調節は、細胞の生育維持に直結する。このことに着目し、トキシン
とアンチトキシンの発現量バランスを破綻させること —「トキシンの過剰発現」または「アンチトキシン
の発現抑制」— により、大腸菌の細胞死を誘導できるのではないかと考えた。 
 「トキシンの過剰発現」に基づくカウンターセレクションは、すでに多くのシステムで採用されている。
たとえば Invitrogen 社の pCR Blunt ベクターなどには ccdB 遺伝子がコードされており、ccdB 遺伝子のコー
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ド領域内に外来遺伝子を挿入するようにクローニングサイトが設けられている。実験の不具合で外来遺伝子
を導入できなかった場合、空ベクターを含む宿主が死滅するようになっている。このようにトキシンの細胞
死誘導をうまく使うことにより効率的なカウンターセレクションが可能な一方、トキシン遺伝子の発現のわ
ずかな漏れにより遺伝子のクローニングが困難な場合もある。 
 
表 5 大腸菌ゲノムに存在する Type II TA システム 
 
 一方、「アンチトキシンの発現抑制」を利用したカウンターセレクションの報告はない。しかし、アンチト
キシンはトキシンに比べ遺伝子操作が容易であり、トキシンそのものを扱う場合に比べ実験的な障壁は低い。
アンチトキシンは、細胞内でトキシンよりも大過剰存在しているため、アンチトキシンの発現が少々漏れた
としても、細胞の表現型に大きな影響をもたらす可能性が低く、わずかな漏れが表現型の不安定化を招くト
キシンに比べ、多くの利点があると予想される。上述の通り、大腸菌ゲノム中には多数の TA システムが存
在しており、ターゲットとなるトキシンも数多い。そこで、まず、これらに対応するアンチトキシンを網羅
的にサイレンシングし、効果的に細胞死を誘導するターゲットを探索した。それに基づき、アンチトキシン
の遺伝子サイレンシングに基づく新規なカウンターセレクションシステムの開発を試みた。 
 
5-2-3. アンチトキシンの発現抑制：アンチセンス RNA を利用した遺伝子サイレンシング 
 遺伝子の発現抑制を目的に利用されるアンチセンス核酸は、標的遺伝子の mRNA に相補的な配列を持つよ
TA#system1# Gene##arrangement#in#chromosome Essen4ality#of#an4toxin2# References
MazF/MazE An4toxin#(A)#/Toxin#(T),#1#b#overlap No 35
ChpB/ChpS A/T,#7#b#overlap No 36
HicA/HicB T/A,#45#b#gap Yes 37
YhaV/PrlF A/T,#1#b#overlap Yes 38
MqsR/MqsA T/A,#1#b#gap No 29,#31
RnlA/RnlB T/A,#8#b#overlap,#Start#codon#for#an4toxin,#TTG Yes 39
RelE/RelB A/T,#35#b#gap Yes 40,#41
YoeB/YefM A/T,#10#b#overlap,#Start#codon#for#toxin,#GTG No 42
YafO/YafN A/T,#2#b#gap Yes 43
YafQ/DinJ A/T,#2#b#gap Yes 44
HigB/HigA T/A,#2#b#overlap Yes 45
RatA/RatB T/A,#11#b#overlap,#Start#codon#for#an4toxin,#GTG Yes 46
CbtA/CbeA A/T,#88#b#gap Yes 21,#47##
YkfI/YafW A/T,#20#b#gap Yes 48
YpjF/Y^Z A/T,#20#b#gap Yes 30
GnsA/YmcE A/T,#11#b#overlap,#Start#codon#for#an4toxin,#GTG Yes 49
HipA/HipB T/A,#1#b#overlap Yes 50
YjhX/YjhQ T/A,#11#b#gap Yes
YdaS/YdaT T/A,#22#b#gap Yes 45
1(&#$'#(T)#/"'%&#$'#(A)#
2("'%&#$'
!		51
 !
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うに設計される。細胞質内にアンチセンス核酸が存在すると、標的遺伝子の mRNA にハイブリダイズして翻
訳を妨げ、標的遺伝子産物の生産を抑制する。アンチセンス核酸の細胞内への導入には、外部から導入する
場合と細胞内で発現させる方法がある（https://staff.aist.go.jp/n-nakashima/research_introduction2）。後
者「発現アンチセンス法」は、アンチセンス RNA（antisense-RNA [asRNA]）を細胞内で発現し、作用させ
る方法である。 
 私は、発現アンチセンス法を、アンチトキシンの発現抑制に適用することを考えた。つまり、将来除去す
る予定のプラスミド DNA にアンチトキシン遺伝子の mRNA を標的とした asRNA 遺伝子（アンチセンス
DNA：antisense-DNA [asDNA]）発現系をコードしておけば、asRNA を誘導発現させることでこのプラス
ミドを死滅させることができると考えた（図 9）。 
 
図 9 asRNA を利用したカウンターセ
レクション 
 通常、トキシンタンパク質の毒性は、それより
大過剰に発現しているアンチトキシンタンパク質
と結合することにより不活化されている（A）。ア
ンチトキシン mRNA のリボソーム結合部位に相
補的な asRNA が発現されると、細胞内のアンチ
トキシンmRNA に結合し、リボソームの接近を防
いだりmRNA の分解を促したりして、アンチトキ
シンタンパク質の発現量が抑制される。すると、
アンチトキシンタンパク質がフリーな状態となり
毒性を発揮し、そのトキシンの毒性の強さによっ
ては細胞が死滅する（B）。すなわち、アンチトキ
シン mRNA をターゲットとした asRNA の発現調
整による細胞死誘導を利用することで、カウンタ
ーセレクションが成り立つと考えられる。 
 
 
 
 
 このアイディアに基づいた新規なカウンターセレクションシステムの開発
スキームを図 10 に示す。まず、大腸菌ゲノムにコードされた Type II に属す
るアンチトキシンの mRNA 全てに対して asRNA を設計した。次に、それら
の asRNA 遺伝子を発現ベクターに組み込み、発現誘導することで、高い致死
効果を示す asRNA を選択した。次に、致死効果が認められた asRNA を用い、
実際に、細胞から除外したいプラスミドが 1 種類、および 2 種類（複製開始
点が和合性および不和合性の場合）の系で、カウンターセレクション効率を検
証した。最後に、大腸菌のゲノム変異株のスクリーニング実験に応用し、実用
性を評価した。 
 
5-3. asRNA の設計と細胞致死効果の高い asRNA のスクリーニング 
5-3-1. 方法 
asRNA の設計 
 asRNA は、Nakashima らの指針に従い 24、① ターゲットとなる mRNA のリボソーム結合領域（RBS）と
アンチトキシンに対する 
asRNAの設計 
細胞致死効果の高い 
asRNAの探索 
asRNAによる 
カウンターセレクション効率 
大腸菌宿主改良研究への応用 
図10　研究のストラテジー 
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
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開始コドンをマスクし、② asRNA 単独で高次構造を取らないように注意し設計した。大腸菌 MG1655 ゲノ
ムにコードされている19種のType IIのantitoxin mRNAをターゲットとしたasRNAのターゲット配列は、
表 6の通りである。asRNA の二次構造予測は、CentroidFold web server (http://www.ncrna.org/centroid
fold)25上で行なった。 
 
表 6 asRNA のターゲット配列 
 
 asDNA 領域を獲得するため、大腸菌 MG1655 株のゲノムを鋳型に、
それぞれのアンチトキシン遺伝子の asRNA 配列の両端にアニールする
プライマ （ー表 7）、KOD-FX-Neo DNA ポリメラーゼを用いて PCR 増幅
した。ターゲット領域の 5’側にアニールするプライマーには XhoI 認識
配列、3’側のプライマーにはNcoI 認識配列を付加している。次に、asDNA
断片とNcoIとXhoI処理された直鎖asRNA発現プラスミド（pHN1009、
ColE1 ori、アンピシリン耐性遺伝子[AmpR]）26を、T4 DNA Ligase によ
り連結させた。pHN1009 には、「Paired-termini（図 11）」という GC-
リッチなステム-ループ構造が設けられている 26。asRNA は、このルー
プ部分に挿入されるため、発現された asRNA は Paired-termini により
安定化される。これにより、RNase による末端消化を免れ、細胞内で安
定的に存在できるようになる 26。ここで、各々の asRNA の名称は、ター
ゲットとするアンチトキシンの名を asRNA の右肩に示し区別すること
とした。同様に、その asRNA がコードされたプラスミド pHN1009 につ
いても、その右肩に対応するアンチトキシンの名を示し区別する。 
 
細胞致死効果の高い asRNA のスクリーニング 
 設計した 19 種の asRNA を大腸菌 JM109 株内で発現し、高い致死効果を与える asRNA をスクリーニング
した。まず、各 asRNA がクローニングされたプラスミド（pHN1009mazE, pHN1009chpS……計 19 種）と、空
プラスミド（pHN1009empty）により大腸菌 JM109 株を形質転換した（図 12）。それぞれのプラスミドによる
TA#system Transla-onal#ini-a-on#site#sequence#targeted#by#asRNA1 Length#
MazF/MqsE GATTGATATATACTGTATCTACATATGATAGCGGTTTGAGGAAAGGGTTATGATCCACAGTAGCGTAAAGCGTTGGGGAAATTCACCGGCGGTGCGGAT# 99
ChpB/ChpS TTATACTTTGTATAACTTAAGGAGGTGCAGATGCGTATTACCATAAAAAGATGGGGGAACAGTGCAGGTGTCATTCCCAATATCGTAATGAAAGAAC 100
HicA/HicB GAGTTAATCGCCAATTAAAAAGGTTAATGACATGCGAGAGACAGTCGAAATTATGCGTTATCCCGTCACTCTTACACCCGCGCCGGAAGG 90
YhaV/PrlF GTTCAAGCTTATAATTTGAGCAGAAAACAGGCTGTAAAAGGACAGTGAATCATGCCCGCTAATGCTCGCTCTCACGCTGTACTGACCACTGAATCAAAGG 100
MqsR/MqsA ATTACGGTAATTCATGACGTACTGATCGTCTCGTTTAAGGAGAAGTAATATGAAATGTCCGGTTTGCCACCAGGGAGAAATGGTTTCTGGCATTAAAGATATT 103
RnlA/RnlB GGGTAAAGCCACTAGAGCGTGGGGAATAATCAAGGACTTATATATTGTTTGAAATCACCGGAATTAACGTCTCAGGGGCTCTAAAAGCTGTCG 93
RelE/RelB TTGTAATGACATTTGTAATTACAAGAGGTGTAAGACATGGGTAGCATTAACCTGCGTATTGACGATGAACTTAAAGCGC 79
YoeB/YefM TACAATGAACTGTACAAAAGAGGAGATTGACATGCGTACAATTAGCTACAGCGAAGCGCGTCAGAATTTGTCGGCAACAATGATGAAAGCCGTTGAAG 98
YafO/YafN GATGTATACTATTATGTATATTCTGGTGTGCATTATTATGAGGGTATCACTGTATGCATCGAATTCTCGCTGAAAAATCGGTCAATATCACTGAGTTACG 100
YafQ/DinJ CTCATTTGAGCTACAATTCAAGCTGAATAAATATACAGCACAGGAGATACCCCAATGGCTGCTAACGCGTTTGTTCGCGC 80
HigB/HigA GAATACGATTTCTTTACCGCTGTTCATCGTACTAAGGGGAAAAAATGATTGCGATTGCCGACATCTTGCAAGCAGGAGAAAAGCTAACTGCTGTGGCACCTTTTCTGGC109
RatA/RatB GCTAATATGGTCCAGGCTTTTACGGTTCGTGCGAAAGAGGTTTACAGTGCCAGGTAAAATTGCCGTTGAGGTGGCTTATGCGCTACC 87
CbtA/CbeA GAATTATCGCCACTACCGGACCATTCTTAGCCGATTTTCTGTAAGGATTTTATCGTGTCAGACACACTCCCCGGGACAACACTTCCCGACGACAATCACGACCGC 105
YkfI/YafW GCCCTATACCTGCCTGATGAGCATCACCCTGAACTGACAATAGTGGAGAACTGTAATGAGCAACCCTACCAGGGGCCTGCAGCGGGAGATTACACTGCGCC 101
YpjF/YXZ GGACCGTATGCTTGACTGATGAGTATCACCCTGAACTGACAATAAAGAGGTTATGAATGAGCAACACCACATGGGGCCTGCAGCGAGATATCACGCCGCG 100
GnsA/YmcE GACGATGATCACCTTTGATAACGTCGCGCTGCAAATACGCACTGACCATGCGCCGCTGGATTTCACAAAATAATATCAGGCTCCCTCGTGGAGC 94
HipA/HipB TCCCCTTAAGCGGATAAACTTGCTGTGGACGTATGACATGATGAGCTTTCAGAAGATCTATAGCCCAACGCAATTGGCGAATGCAATGAAACTGGT 96
YjhX/YjhQ GTTCGCGCTCAGCTCGATAATCGCTAAGGAGAGTTTCTATGACAGTACACCACTTCACTTTTCATATCACAGATAAAAGTGATGCCAGTGATATCCGGGA 100
YdaS/YdaT CAAATCCTCATTTGATCATACCTGAAACATCAAGAGGCAAATGATTCATGAAAATCAAGCATGAGCACATCGAATCAGTGTTGTTTGCCCTAGCAGCCGAAA 102
1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形質転換体は、対応するアンチトキシンの名を JM109 の右肩に示し表記した。それらの形質転換体を 600 µl 
LB/Amp（100 µg/ml [今後、断りがない場合、この濃度で使用]）培地（96 deep well plate）、37℃で一晩培
養し、前培養菌液 1 µl を本培養培地 1,000 µl LB/Amp/1 mM IPTG（asRNA 発現）or 0.9 % グルコース（Glc）
（asRNA 発現抑制）に植菌し、37℃で培養した（図 12）。16 時間培養後に、細胞濁度（OD600）を測定し、
[LB/Amp/Glc で増殖させた時の細胞濁度]に対する[LB/Amp/IPTG で増殖させた時の細胞濁度]を算出する
ことで asRNA の発現による大腸菌の生存率を評価した。 
表 7 asDNA の抽出に使用したプライマー 
※1； Forward プライマーには XhoI、Reverse プライマーには NcoI の認識部位を含む。 
 
 
図 12 生育抑制を指標としたカウンターセレクションマーカー遺伝子の候補 asRNA の選定方法 
 asRNA がクローニングされたプラスミド（計 19 種）と pHN1009emptyによる形質転換体を、1 mM IPTG または 0.9 % Glc を含む培地
で 16 時間培養後の細胞濁度を比較する。 
 
液体培地での asRNAmqsAおよび asRNArnlBによる致死効果 
 JM109mqsAと JM109rnlBについて、LB/Amp/IPTG 0-1 mM 培地における増殖を比較した。コロニーを 600 µl 
LB/Amp 培地（96 deep well plate）、37℃で前培養し、前培養菌液 0.7 µl を本培養培地 200 µl LB/Amp/0, 0.1, 
0.5, 1 mM IPTG に植菌し、37℃で培養しながら 15 分ごとに OD600を測定した（N=4）（図 13）。 
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	OFF
asRNA	OFF
Target antitoxin Name Sequence (5’ to 3’)1 Target antitoxin Name Sequence (5’ to 3’)1
MazE MazE-F TTTCTCGAGGATTGATATATACTGTATCTACATATGATAGC HigA HigA-F TTTCTCGAGGAATACGATTTCTTTACCGCTGTTCA
MazE-R AAACCATGGATCCGCACCGCCGGTGAATTTC HigA-R AAACCATGGGCCAGAAAAGGTGCCACAGCAG
ChpS ChpS-F TTTCTCGAGTTATACTTTGTATAACTTAAGGAGGTGC RatB RatB-F TTTCTCGAGGCTAATATGGTCCAGGCTTTTAC
Chp-R AAACCATGGGTTCTTTCATTACGATATTGGGAATG RatB-R AAACCATGGGGTAGCGCATAAGCCACCTC
HicB HicB-F TTTCTCGAGGAGTTAATCGCCAATTAAAAAGGTTAAT CbeA CbeA-F TTTCTCGAGGAATTATCGCCACTACCGGAC
HicB-R AAACCATGGCCTTCCGGCGCGGGTGTAAGAG CbeA-R AAACCATGGGCGGTCGTGATTGTCGTCGGGA
PrlF PrlF-F TTTCTCGAGGTTCAAGCTTATAATTTGAGCAGAAAAC YafW YafW-F TTTCTCGAGGCCCTATACCTGCCTGATGAGC
PrlF-R AAACCATGGCCTTTGATTCAGTGGTCAGTACAG YafW-R AAACCATGGGGCGCAGTGTAATCTCCCGCT
MqsA MqsA-F TTTCTCGAGATTACGGTAATTCATGACGTACTGATCG YfjZ YfjZ-F TTTCTCGAGGGACCGTATGCTTGACTGATGAG
MqsA-R AAACCATGGAATATCTTTAATGCCAGAAACCATTTCTCC YfjZ-R AAACCATGGCGCGGCGTGATATCTCGCTGCA
RnlB RnlB-F TTTCTCGAGGGGTAAAGCCACTAGAGCGTGG YmcE YmcE-F TTTCTCGAGGACGATGATCACCTTTGATAACG
RnlB-R AAACCATGGCGACAGCTTTTAGAGCCCCT YmcE-R AAACCATGGGCTCCACGAGGGAGCCTGATATT
RelB RelB-F TTTCTCGAGTTGTAATGACATTTGTAATTACAAGAGG HipB HipB-F TTTCTCGAGTCCCCTTAAGCGGATAAACTTG
RelB-R AAACCATGGGCGCTTTAAGTTCATCGTCAATAC HipB-R AAACCATGGACCAGTTTCATTGCATTCGCCAAT
YefM YefM-F TTTCTCGAGTTATACTTTGTATAACTTAAGGAGGTGC YjhQ Yjh-F TTTCTCGAGGTTCGCGCTCAGCTCGATAAT
YefM-R AAACCATGGGTTCTTTCATTACGATATTGGGAATG Yjh-R AAACCATGGTCCCGGATATCACTGGCATCAC
YafN YafN-F TTTCTCGAGGATGTATACTATTATGTATATTCTGGTG YdaT YdaT-F TTTCTCGAGCAAATCCTCATTTGATCATACCTG
YafN-R AAACCATGGCGTAACTCAGTGATATTGACCGAT YdaT-R AAACCATGGTTTCGGCTGCTAGGGCAAACAAC
DinJ DinJ-F TTTCTCGAGCTCATTTGAGCTACAATTCAAGC
DinJ-R AAACCATGGGCGCGAACAAACGCGTTAGC
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寒天プレート培地での asRNAmqsAおよび asRNArnlBによる致死効果 
 JM109mqsA、JM109rnlB、および JM109emptyについて、そのコロニーを 600 µl LB/Amp 培地（96 deep well 
plate）、37℃で前培養し、その前培養菌液を適当に希釈して LB/Amp/IPTG 0, 0.1, 0.5, 1 mM、0.9% Glc 寒
天プレート培地にまき、37℃で一晩培養した。その後、LB 寒天プレート培地に生じたコロニーを計数し、寒
天プレートに植菌した菌液の希釈率を考慮した上で、CFU を比較した。asRNA の発現量に伴う大腸菌の生存
率を、asRNA の発現を抑制した状態である 0.9% Glc を含む寒天プレート培地の CFU を基準に評価した。 
 
図 13 asRNA の発現量依存的な致死効果の検証方法 
 JM109mqsAと JM109rnlBの asRNA 発現による致死性について、0-1 mM IPTG を含む培地における増殖を、液体培地条件では増殖曲線
から、固体培養条件では出現したコロニー数を指標に評価した。 
 
5-3-2. 結果 
細胞致死効果の高い asRNA のスクリーニング 
 asRNA の発現によるアンチトキシンのサイレンシングに伴う致死効果は、asRNA の配列設計、対応する
トキシンの毒性、TA システムのオペロン構造など、複数の因子が複雑に絡み合った結果として現れる。 
 JM109empty（asRNA を含まない空ベクターpHN1009 のみを含む株）では、IPTG 存在下で培養した際の生
育開始 16 時間後の細胞濁度は、Glc 存在下に比べ 10%程度の減少が認められた（図 14）。これは asRNA 発
現ベクターに含まれる Paired-terimini に、若干ながら生育阻害効果があることを示唆している。一方、asRNA
の発現の ON/OFF で大きな差がみられたのは JM109mqsAと JM109rnlBであり、asRNA の発現により、それぞ
れ 85%、88%の致死効果が観察された（図 14）。この結果から、19 種の asRNA のうち、asRNAMqsAと asRNARnlB
の発現が高い細胞致死効果を示すことがわかった。 
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asRNAmqsAおよび asRNArnlBによる細胞致死効果の検証 
 高い致死効果が確認された asRNAmqsAと asRNArnlBについて、IPTG の添加量依存的な致死効果や、液体培
地および固体培地による培養条件の違いによる致死効果の変化を検証した。 
 
液体培養条件 asRNAmqsAでは、0.1 mM の IPTG による asRNA の発現でも、測定時間内（16 h）に生育が
確認されることはなかった（図 15A）。一方、asRNArnlBでは、0.1～0.5 mM の IPTG 濃度において、測定終
了時の細胞濁度は、IPTG を入れていない場合と比べ 75%および 50%であり、asRNAmqsAよりも asRNA の発
現による致死効果は低かった（図15B）。しかし、1 mMのIPTG濃度では高い致死効果が認められた（図15B）。 
 
図 14 アンチトキシン発現抑
制時の大腸菌の生存率 
 各種 asDNA がコードされた
pHN1009asRNAを含む大腸菌 JM109を、
asRNA の発現を ONにする培地（1 
mM IPTG）、および OFF にする培地
（0.9 % Glc）で 16 時間培養し、細胞
濁度を測定した。Viability は、細胞濁
度の比（[ON]/[OFF]）によって算出
した。 
 
固体培養条件 asRNAmqsAと asRNArnlBに共通して、低濃度の IPTG（0.1 mM）による asRNA の発現でも、
高い致死効果が認められた（図 15C）。0.5 mM 以上の IPTG 濃度では、寒天プレート培地の植菌に使用した
菌液の原液（希釈なし）を寒天プレート培地に植菌してもコロニーは確認されず、生存率は 10-8以下（検出
限界以下）であった。液体培地よりも寒天プレート培地での選択の場合の方が、asRNA の発現による生育抑
制が高かったが、その理由はわからない。一方、空ベクターの場合、培地に加えられた IPTG の濃度に関わ
らず、その細胞の生育が抑制されることはなく、Paired-termini のみによるオフターゲット効果に起因した
生育不良はないことを確認した。これは、予備的におこなった「細胞致死効果の高い asRNA のスクリーニン
グ（図 14）」の結果とは若干食い違うが、大きな問題ではないため、これ以上追求しなかった。 
 
図 15 asRNA の発現量に伴う致死効果 
 （A）液体培養環境での JM109mqsAの IPTG 量依存的増殖曲線。（B）液体培養環境での JM109rnlBの IPTG 量依存的増殖曲線。（C）固
体培養環境での JM109mqsA、JM109rnlB、JM109emptyの IPTG 量依存的生存率。 
 
宿主株の違いによる致死効率の違い 以上の実験では、宿主として大腸菌 JM109 株（recA1, endA1, gyrA96, 
thi-1, hsdR17(rK- mK+), e14- (mcrA-), supE44, relA1, Δ(lac-proAB)/F'[traD36, proAB+, lacIq, lacZΔM15]）
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を使用した。JM109 株は、クローニング実験を始め様々な用途で頻用されているが、その他、NEB-Turbo 株
（F', proA+B+, lacIq, ∆lacZM15 / fhuA2, ∆(lac-proAB), glnV, galK16, galE15, R(zgb-210::Tn10)TetS, 
endA1, thi-1, ∆(hsdS-mcrB)5）、MG1655 株（F-, lambda-, rph-1）、DH5α株（F-, Φ80dlacZΔM15, Δ
(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1）、
BL21(DE3)株（F－, ompT, hsdSB（rB－mB－）, gal, dcm）も同様に頻用されている。そこで、これらの株につ
いても、アンチトキシン遺伝子のサイレンシングによる致死効果が認められるか、asRNAmqsAを用い固体培
養条件にて検証した。 
 その結果、NEB-Turbo 株、DH5α株、BL21(DE3)株において、低濃度の IPTG（0.1 mM）による asRNA
の発現により確かな致死効果が認められた（図 16）。しかし、MG1655 株では 0.1 mM の IPTG 濃度では十
分な致死効果が認められず、0.5 mM以上の IPTG
濃度で他の株と同様の致死効果を示した（図 16）。
MG1655 株が他の株よりも、asRNA の発現によ
る生育抑制効果が低い原因は不明である。このよ
うに、株によって若干効果に差が見られたが、遺
伝子工学で頻用される様々な大腸菌株において、
アンチトキシン MqsA のサイレンシングが生育
抑制に効果的であることが判明した。 
 
5-3-3. 考察 
 アンチトキシン遺伝子の発現アンチセンス法によるサイレンシングにより、高い致死効果が認められた
asRNA は、MqsR/MqsA システムのアンチトキシン MqsA と、RnlA/RnlB システムのアンチトキシン RnlB
をターゲットとするものであった（図 14）。これらの asRNA がターゲットとするアンチトキシン遺伝子、
mqsA 遺伝子および rnlB 遺伝子は、TA システムのオペロンにおいて、トキシン遺伝子の下流に位置してい
る点で共通である（表 1）。このような遺伝子の並びのため、下流に位置するアンチトキシン遺伝子の発現抑
制が、上流トキシン遺伝子の発現量に影響することがなく、高い致死率を示す理由の一つであると考えられ
た。この 2 つのシステムを利用した asRNA のうち、特に、asRNA の発現を調節する IPTG の量依存的な致
死効果の結果から、asRNAMqsAは極めて高い致死効果が認められた（図 15）。 
 MqsA/MqsR TA システムは Motility Quorum Sensing regulator から名付けられ 27、バイオフィルム形成
27や細胞間コミュニケーション（quorum sensing）28、走性 29に関与する。平常時、細胞質内に存在するト
キシンタンパク質であるMqsRは、過剰に存在するアンチトキシンタンパク質のMqsAと複合体を形成して、
毒性が不活化されている（図 17）。 
 MqsR の細胞毒性は、細胞質内の mRNA の 5’ ‒GCU- 3’部位を切断する RNase 機能による 22。この認識
部位は、大腸菌のmRNAの大半が有しているが、14種のmRNAはその認識部位を持たない 22。その中のCstA, 
CspD, RpoS, Dps, HokD はストレス応答に関与するタンパク質であり 29、PheL, TnaC, TrpL, YciG, YgaQ, 
RalR はバイオフィルム形成に関わる 30。また、Type V の TA システムである GhoT/GhoS システムのトキシ
ン GhoT の mRNA も、5’ ‒GCU- 3’の MqsR の切断認識部位を持っていない 22。一方、GhoT のアンチトキシ
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ン GhoS の mRNA は、この認識部位を有しており切断される 22。よって、MqsR の活性化は、他の TA シス
テムに含まれるトキシンも活性化する効果がある。GhoT/GhoS システムにおけるトキシン GhoT は、膜毒性
（溶菌活性）を有しており 17, 22, 31、アンチトキシン ghoS 遺伝子の欠損株は致死となる 20（図 17）。平常時、
GhoT の毒性は、CRISPR-associated-2（CAS2）配列特異的 Enodoribonuclease 活性を持つアンチトキシン
GhoS が ghoT の mRNA の 5’-UNNU(A/C)N(A/G)(A/U)A(A/U)-3’配列を切断することで中和している 22。ま
た、GhoS の mRNA は、5’ ‒GCU- 3’部位を有すため、MqsR によっても切断される。 
 一方、アンチトキシン MqsA は、少なくとも 40 種のバクテリア分類群で保存されている global regulator
でもある 29, 32。MqsA は、その C-terminal ドメインの helix-turn-helix 構造を介し、自身（mqsAR）のプロ
モーターだけでなく、mcbR や spy、rpoS などのプロモーターに結合して、転写の抑制に関わる 29, 33。 
 以上、MqsA のサイレンシングに伴う MqsR の細胞毒性の活性化は、①大腸菌細胞質内の大半の mRNA の
切断、②ストレス応答やバイオフィルム形成に関わる遺伝子の発現量の相対的な向上、③Type V の
GhoT-GhoS システムのトキシンの活性化、④MqsA-MqsR システム、および、ストレス応答に関わる遺伝子
の転写量の向上を誘導することで、強力に細胞システムをストレス応答・バイオフィルム形成の準備に切り
替え、細胞死を誘導していると考えられる（図 17）。そのため、MqsA のサイレンシングに伴う生育抑制効
果が高いと予想される。また、図 14 において、JM109emptyにおいて 10%程度の致死効果が認められたことは、
発現された Pared-termini のオフターゲット効果の可能性が考えられた。 
 次節では、発現により高い致死効果が認められた asRNAmqsAと asRNArnlB をマーカーとしたカウンターセ
レクション効果を実践的な利用を想定して検討した。 
 
 
図 17 MqsA/MqsR システムのメカニズム 
 平常時、細胞内に多量に存在するアンチトキシン MqsA が比較的ごく少数存在するトキシン MqsR に結合し無毒化している。また、
MqsA は自身のオペロンの他、ストレス応答に関与するいくつかの遺伝子の転写因子として機能する。一方、asRNA によりMqsA の発
現量が低下すると、MqsR が遊離し毒性を発揮する。MqsR は mRNA の GCU部位を認識し細胞内の大半のmRNA を切断するが、バイ
オフィルム形成に関与する遺伝子やトキシン GhoT の mRNA は、例外的にその認識部位を含まない。また、MqsA の発現量の低下によ
り、ストレス応答に関与する遺伝子の転写量が向上する。よって、MqsA の発現量低下は様々な要因が複合的に組み合わさって効率的
な細胞死を招いたと想定される。 
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5-4. アンチトキシンのサイレンシングによるカウンターセレクション 
 複数種類のプラスミドDNAを持つ株からカウンターセレクションマーカーを含むプラスミドDNAを選択
的に除去する場面を想定し、asRNAmqsAと asRNArnlBを用いたカウンターセレクション効率を検証した。複数
種のプラスミド DNA を同一宿主内に共存させる際、複製開始点の相性が共存の安定性に関わる。asRNA 発
現プラスミドpHN1009は ColE1 ori を持つため 26、ColE1 ori を持つ pHSG398 (ChloramphenicolR [CmR]) と
は薬剤耐性などで積極的に選択しなければ、両方のプラスミドが安定的に共存できない（不和合性）。一方、
p15A ori を持つ pSTV28 (CmR) は pHN1009 とは複製機構が異なるため、両プラスミドは同一宿主内で安定
維持させることが可能である。この「宿主内でのプラスミドの共存の安定性の違い」と「カウンターセレク
ションの効率」の関係を検証した。 
 
5-4-1. 方法 
 各種 pHN1009（pHN1009mqsA, rnlB or empty）と pHSG39（CmR）と pSTV28（CmR）を用い、表 7の組合せで
大腸菌 JM109 株を形質転換し、Amp、Cm（34 µg/ml [今後、断りがない場合、この濃度で使用]）の両方の
薬剤を含む LB 寒天プレート培地で選択し、2種のプラスミドが共存する形質転換体を得た（図 18）。シング
ルコロニーを適量の LB 培地に懸濁し、段階希釈し、種々の薬剤を含む LB 寒天プレート培地（Amp/Cm、
Cm、Cm/IPTG 0.1 mM、Cm/IPTG 0.5 mM、Cm/IPTG 1 mM）
に適量塗布し、37℃で一晩培養した。カウンターセレクショ
ン効率は、(LB/Amp 寒天プレート培地の CFU) / (LB/Cm 寒
天プレート培地の CFU)により求めた。 
 
 
図 18 2 種のプラスミド DNA の共存状態におけるカウンターセレクション効率の検証方法 
 2 種のプラスミドが共存する形質転換体を LB培地に懸濁し段階希釈した。その菌液を種々の薬剤を含む LB寒天プレート培地
（Amp/Cm、Cm、Cm/IPTG 0.1 mM、Cm/IPTG 0.5 mM、Cm/IPTG 1 mM）に適量塗布し、37℃で一晩培養した。カウンターセレク
ション効率は、(LB/Amp 寒天プレート培地の CFU) / (LB/Cm 寒天プレート培地の CFU)により求めた。 
 
5-4-2. 結果 
同一複製開始点を持つプラスミドの共存状態（M1・R1・E1）でのカウンターセレクション 
 2 種のプラスミドの選択薬剤（Amp および Cm）を培地に添加した場合、それらの組合せ（M1、R1、E1 [表
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7]）に関係なく、2種類のプラスミドは細胞内に維持されたままであった。ただし、M1の組合せでは、pHSG398
の存在率が pHN1009rnlBと pHN1009emptyの場合に比べて低かった（図 19A）。一方、Amp を使用しない培地
条件では（IPTG を添加しない場合も含め）、M1、R1、E1 の結果は、一見、完全に一致してした（図 19A）。
また、IPTG を添加せず、Cm のみで選択した場合においても、非選択細胞の存在率が全体の 1%未満と低い
ことから（図 19A, B）、複製開始点が同一なプラスミド DNA の共存状態から、任意のプラスミド DNA を除
去する場合は、プラスミドDNAの不和合性（目的プラスミドDNAの選択マーカーに応じた抗生物質の利用）
だけでも十分な場合が多いことが分かった。ただし、実験の性質によっては、ほんの少しの偽陽性の出現が
問題になる場合がある。そこで、図 19A の結果をより詳しく見てみると、IPTG により asRNA の発現を促進
しない場合、非選択細胞が全体の約 0.4%（M1）および約 0.8%（R1）含まれる一方、低濃度の IPTG（0.1 mM）
の添加により非選択細胞の出現率は検出限界以下となることが分かった。また、E1 において、IPTG の添加
量に関わらず非選択細胞が 0.05～0.1%含まれることから、asRNA の発現が選択すべき細胞の集積を効率化
しうることが明らかとなった。 
 
複製開始点の異なるプラスミドの共存状態におけるカウンターセレクション 
 2 種のプラスミドの選択薬剤（Amp および Cm）を培地中に添加した場合、すべての組合せ（M2、R2、
E2）において、2種のプラスミドは細胞内に安定して維持された（図 19C）。複製開始点が同一である場合と
は異なり、M2の組合せでは、pHN1009 の脱落は認められなかった（図 19C）。また Amp が存在しない条件
では、E2 の組合せでは、抗生物質や IPTG の添加に関係なく、どの条件の培地でも空ベクターの存在率の低
下は確認されなかった（図 19C）。一方、M2と R2 の組合せでは、IPTG の添加により pHN1009 の存在率の
低下が確認された（図 19C）。 
 
5-4-3. 考察 
 同一の複製開始点を持つプラスミドの共存状態でのカウンターセレクション効率については、アンチトキ
シンに対する asRNA が発現されていない JM109emptyにおいても、高い選択率であったことがわかった（図
19A）。pHN1009emptyが残留するクローンの存在率は、IPTG の濃度に影響することなく約 1/1,000 であった
（図 19B）。一方、JM109MqsAおよび JM109rnlBにおいては、IPTG により asRNA を発現することで、pHN1009
が残留するクローンの存在率が検出限界（1/10,000）以下であることが認められた。このことは、同一の複
製開始点を持つプラスミドの共存状態における pHN1009 の除去において、確かに、アンチトキシン遺伝子
のサイレンシングが目的クローンの選択効率の向上を高めることを意味している。また、pHN1009 の選択薬
剤である Amp 存在下でさえ、JM109MqsAにおいては pHN1009mqsAを含むクローンの減少が認められる（図
19A）。このことは、asRNAmqsAのわずかな発現の漏れが及ぼした結果であるのではないかと予想している。 
 異なる複製開始点を持つプラスミドの共存状態でのカウンターセレクション効率については、アンチトキ
シン遺伝子のサイレンシングによる選択率の向上を確認した（図 19C, D）。JM109mqsAは、IPTG により asRNA
の発現を促進しなくとも、目的クローンの選択が確認されたが（図 19C, D）、それは、MqsR の毒性が極め
て高いためであると考えられる。 
 以上、asRNAmqsAと asRNArnlBを用いることにより、「アンチトキシン遺伝子のサイレンシングに伴う生育
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阻害」を利用したカウンターセレクションの確立という本研究の狙いは達成されたと言える。以下の節では、
「大腸菌変異株のスクリーニング」の場面での実用性試験をおこなった。 
 
図 19 2 種のプラスミドの共存状態におけるカウンターセレクション効率 
 （A）同一の複製開始点を持つプラスミドの共存状態における選択効率。（B）（A）の IPTG 0 から 1 mMの値の棒グラフ表示。（C）
異なる複製開始点を持つプラスミドの共存状態における選択効率。（D）（C）の IPTG 0 から 1 mMの値の棒グラフ表示。 
 2 種のプラスミドが発現する大腸菌 JM109 株を、各種培地条件（Amp/Cm、Cm、Cm/IPTG 0.1 mM、Cm/IPTG 0.5 mM、Cm/IPTG 
1 mM）で培養し、生育が確認されたクローンを計数した。カウンターセレクション効率は、(LB/Amp 寒天プレート培地に生じたコロ
ニーの数) / (LB/Cm 寒天プレート培地に生じたコロニーの数)により算出した。 
 
5-5. 大腸菌宿主改良研究への応用 
 大腸菌は、様々な異種遺伝子の発現実績を持つが、遺伝子の種類によっては目的の発現量を得られない場
合も少なくない。そこで、異種遺伝子発現効率の向上した大腸菌宿主が求められている。ここでは、遺伝子
の発現効率を、蛍光強度を指標に簡易に評価可能な gfp 遺伝子を用い、ゲノム内の変異により発現効率の向
上した大腸菌宿主のスクリーニングに取り組んだ。このように、ゲノム変異などの手法により獲得した宿主
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変異株について、確かにその効果がベクター由来でなく宿主由来であることを確認するには、一旦ベクター
を除去する必要があり、その際に、gfp 遺伝子の発現プラスミドのカウンターセレクションが必要となる。 
 
5-5-1. 方法 
大腸菌 JM109 変異株ライブラリーの作成 
 LB 培地での継代培養により、自然変異導入による JM109 株の変異ライブラリーを構築した。JM109 株の
グリセロースストックから LB 培地 2 ml に植菌し、37℃で一晩培養した。引き続き一晩培養液を、50 ml の
LB 培地（500 ml バッフル付きフラスコ）に 1/1,000 希釈して植え、37℃で培養した。24 時間ごとに 1/1,000
希釈した菌液を 50 ml の LB 培地に継代し、これを 5日間繰り返した。5日後の菌液を適量 LB プレートに塗
布し、37℃で一晩培養した。コロニーの大きさや形状に違いが見られることから変異の導入を確認し、継代
培養終了後の菌液からコンピテントセルを作成した。 
 
pHN1009mqsAの gfp 遺伝子の挿入 
 本試験に用いた gfp 遺伝子は、アミノ酸配列は相同で、大腸菌および酵母の遺伝子特性にそれぞれ合わせ
て全合成した 2 種類の遺伝子（gfpEco、gfpSce）を用いた 34。これにより、各塩基配列に応じて異なる発現特
性を持つ大腸菌宿主変異株の獲得を目指した。pHN1009mqsAの beta-lactamase 遺伝子の下流に、gfpEcoおよ
び gfpSce 遺伝子をクローニングし、gfp 遺伝子が恒常的に発現するプラスミド（pHN1009mqsA/GFP[Eco]および
pHN1009mqsA/GFP[Sce]）を構築した。 
 
各 GFP 遺伝子による高発現性宿主のスクリーニング 
 JM109 変異株ライブラリーのコンピテントセルを、pHN1009mqsA/GFP[Eco]および pHN1009mqsA/GFP[Sce]で各々
形質転換した。LB/Amp プレート培地上に出現したコロニーライブラリー（>2,000）から、無作為に 388 個
のクローンを選択し、1 ml の LB/Amp 培地（96-well plate）で 24 時間培養した（37℃）。その後、菌液 170 
µl を 96-well microplate に移し、蛍光強度を SpectraMax Gemini microplate reader にて測定した（ex 488 
nm/ em 530 nm）。 
 
E1～E4 および S1～S4 における pHN1009mqsA/GFP[Eco]または pHN1009mqsA/GFP[Sce]の除去 
 E1～E4 および S1～S4 から pHN1009mqsA/GFP[Eco]または pHN1009mqsA/GFP[Sce]を除去するため、asRNAmqsAの
発現によるカウンターセレクションをおこなった。具体的には、まず、E1～E4 および S1～S4 を、2 ml の 1 
mM IPTG を含む LB 培地で一晩培養した（37℃）。そして、プラスミドが除去された細胞を、1 mM IPTG を
含む LB 寒天プレート培地で選択した。カウンターセレクション効果は、カウンターセレクション後の細胞
のアンピシリン耐性の欠落と蛍光強度の消失により確認した。 
 
カウンターセレクション前後の宿主の表現型維持の評価 
 プラスミドが除去されたクローンに関し、コンピテントセルを作成した。そして、pHN1009mqsA/GFP[Eco]お
よび pHN1009mqsA/GFP[Sce]を導入し、形質転換体の GFP の蛍光強度を観察することで、獲得した E1～E4 およ
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び S1～S4 の発現効率の向上と、2種の gfp 遺伝子によってスクリーニングされた宿主の発現の遺伝子特性を
検証した。 
 
5-5-2. 結果 
gfpEco遺伝子および gfpSce遺伝子の高発現宿主のスクリーニング 
 JM109 変異株ライブラリーから、gfpEco遺伝子および gfpSce遺伝子を高発現する宿主のスクリーニングを
おこなったところ、各々、388 クローン中 15 個程度が同定された。そのうち、発現効率が高いものから順に
4つずつクローンを選択した（高発現性宿主探索に GFPEcoを用いて得た変異株：E1～E4、GFPSce：S1～S4）。 
 
選択宿主のカウンターセレクションによる GFP 発現プラスミドの除去 
 gfpEco遺伝子および gfpSce遺伝子がコードされたプラスミド（pHN1009mqsA/GFP[Eco]および
pHN1009mqsA/GFP[Sce]）には、asDNAmqsAがコードされている。そのため、培地中に IPTG を添加し asRNA を
発現させ、これらのプラスミドを細胞から除去した。除去後の細胞は、GFP の蛍光が認められず、アンピシ
リン耐性が欠落したことを確認した。 
 
選択宿主の gfpEco遺伝子および gfpSce遺伝子に対する発現効率向上の確認 
 gfpEco遺伝子によってスクリーニングされた宿主（E1～E4）について、プラスミドのリフレッシュをして
クローンを再評価したところ、GFPEcoの発現効率の向上が確認された（図 20A）。gfpSce遺伝子によってスク
リーニングされた宿主（S1～S4）に関しては、gfpEco遺伝子の発現効率が S2 と S4 で E1～E4 と遜色ない発
現効率を示すことが認められた（図 20A）。しかし、S1 については、GFPEcoの発現が野生型 JM109 株（WT）
よりも発現効率が低下した（図 20A）。 
図 20 JM109 変異株における GFP の発現効率 
(A) pHN1009mqsA/GFP[Eco]による GFP の発現。(B) pHN1009mqsA/GFP[Sce]による GFP の発現。 
 
 一方、gfpSce遺伝子による発現では、S1～S4 が WT よりも明らかに発現効率が向上したことが確認された
（図 20B）。E1～E4 についても、S1、S2、S4 には劣るが GFPSceの発現効率が WT よりも高いことが認めら
れた（図 20B）。 
 上記の結果から、アンチトキシン遺伝子のサイレンシングによるカウンターセレクションシステムは、大
腸菌宿主改良研究に応用可能であることが確認された。 
 なお、本節の内容は、2015 年に J. Biosci. Bioeng.にて発表済みである 52。 
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6. おわりに 
 本章では、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子の置換実験のハイスループット化を試みた。16S rRNA 遺伝
子のユニバーサルプライマーの設計では、低温感受性に関わるヘリックス h2 の領域の Pseudoknot 構造を保
存するために、h2 内に含まれるもののバクテリアごとに塩基の違いが見られる 19 塩基目を含めないように
した。さらに、16S rRNA の成熟に関わる 5’末端領域を 16SEcoの配列に一致させたプライマーBac1f が誕生
した。また、3’末端側においても、保存性が高い領域にアニールするプライマーUN1542r を設計した。これ
らのユニバーサルプライマーの誕生により、ヘリックス h2 の Pseudoknot 構造の変化に起因する低温感受性
を有す 16S rRNA 遺伝子置換株や、16S rRNA の成熟不良の問題が回避された。 
 選択薬剤の変更では、これまで使用してきた Zeo の注意すべき点を明らかにし、Tmp に変更することで解
決した。コスト的にも 1/300 程度に大幅に改善できた。 
 カウンターセレクション工程は、16S rRNA 遺伝子の置換実験のスループットを制限するもっとも大きな
ボトルネックであったが、寒天プレートからかき取ったコロニーを懸濁し、適宜希釈後にスクロースプレー
トに塗布するという簡単な操作で本問題を解決できた。この操作性の向上とスループットの拡大は、選択薬
剤をゼオシンから Tmp に変更することで成し得た。また、大腸菌 Type II TA システムに含まれるアンチト
キシン遺伝子を発現アンチセンス法によりサイレンシングするという原理に基づく新規なカウンターセレク
ションシステムを開発した。ここで開発されたカウンターセレクションシステムを 16S rRNA 遺伝子置換実
験に適用することも検討したが、別途進めていた選択薬剤の最適化（Zeo から Tmp）により、当初抱えてい
た SacB 変異による系の不安定性の問題も同時に回避されたため、引き続き SacB を使用した。 
 
 以上、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子置換技術のスループット性を向上させる、各操作段階での最適化
に成功した。そこで、これらの改良点を盛り込んだ大腸菌における 16S rRNA 遺伝子の置換技術を、”RINSPEX 
(Ribosomal RNA INterSPecies EXchange) 法”と命名した。また、新規位に開発したカウンターセレクショ
ンシステムについては、16S rRNA 遺伝子置換技術に採用はしないが、遺伝子工学的なツールとして、今後
利用が広がることが期待される。 
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第 2章 機能性異種 16S rRNA遺伝子の進化系統的限界 
    の探索 
 
 
キーワード：16S rRNA 遺伝子の改変限界、アシドバクテリア門 
 
 本章では、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子の置換法 ”RINSPEX 法” （第 1 章）により得られる異種
16S rRNA の進化系統的な「限界」を追求した。つまり、大腸菌Δ7株を生育相補しうる 16S rRNA 遺伝
子のうち、大腸菌 16S rRNA 遺伝子との配列相同性が最も低いものを探索した。 
 まず、多種多様な 16S rRNA 遺伝子が機能する 4,000 クローン規模の KT105 株ライブラリーを構築し
た。次に、増殖が不良なクローン 48 個を選択した。その結果、無作為に選択した場合と比較し、大腸菌
と進化系統的に遠縁のバクテリア 16S rRNA が高頻度で含まれることが確認された。シーケンス解析の結
果、大腸菌とは門レベルで異なるアシドバクテリア門由来の 16S rRNA 2 種（16SNS5、16SNS11）を獲得し
た。特に 16SNS11は大腸菌 16S rRNA 遺伝子との配列相同性が非常に低く（78.4%）、334 の塩基置換があ
った。これまでに確認された「限界」は、大腸菌と同門別綱であるベータプロテオバクテリア綱に帰属さ
れる 16S rRNA 遺伝子であり、その配列相同性は 81%であった。よって、本章における研究で、進化系統
的な「限界」を更新することに成功した。大腸菌リボソームが 334 もの塩基変化を受容可能であることが
示され、16S rRNA 遺伝子が大規模に改変可能であることが改めて証明された。 
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1. はじめに 
 第 1 章で述べた通り、16S rRNA は二次構造に富むため、点変異に対する感受性が高い。その一方、二次
構造を維持した形で配列を改変することに対しての許容度は非常に高いことがわかった。では、それがどの
程度なのか？ 本章では、RINSPEX 法により大規模なライブラリーを構築し、生育の遅いクローンを選択的
に解析することで、その「限界」を探った。 
 
2. 材料と方法 
2-1. 異種 16S rRNA 遺伝子発現プラスミド pRB105 ライブラリーの構築 
 土壌や海水、動物の腸内など。様々な環境サンプルから、Extrap Soil DNA kit Plus ver.2 を用い、メタ
ゲノムを獲得した（図 1）。それらのメタゲノムを鋳型に、第 1 章で開発した Bac1f と UN1542r プライマー
を用い、異種 16S rRNA 遺伝子断片を PCR 増幅した（図 1）。PCR 用の DNA ポリメラーゼは、不純物の存
在下でも高い増幅効率を示す KOD-Fx-Neo を用いた。一方、異種 16S rRNA 遺伝子発現ベクターである pR
B105 については、Bac1f と UN1542r とは逆向きのプライマー、Bac1r（GATCAAACTCTTCAATTTAAAAGT
TTGACGCTCAAAG）と UN1542f（TGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAAGCGT）を用いて増幅した。得られ
た PCR 断片は、16S rRNA 遺伝子領域が欠失した直鎖状の pRB105 となる（図 1）。PCR 用の DNA ポリメ
ラーゼは KOD-Plus-Neo を用いた。こうして増幅されたベクターおよびインサート断片を In-Fusion HD C
loning Kit により連結し、pRB105 プラスミドライブラリーを作成した（図 1）。次に、pRB105 ライブラリ
ーにより大腸菌 JM109 株を形質転換し、約 40,000 クローン規模の形質転換体を獲得した。すべてのコロニ
ーを寒天培地より回収し、LB 培地に懸濁し、HiYieldTM Plasmid Mini Kit を用いて pRB105 ライブラリーを
抽出した。 
 
2-2. pRB105 ライブラリーの 16S rRNA 遺伝子の多様度解析 
 pRB105 ライブラリーにより JM109 株を形質転換し、約 40,000 の形質転換体から 48 個のクローンを無作
為に選択し、各クローンから pRB105 を抽出した。pRB105 にコードされた 16S rRNA 遺伝子の全長配列を
解析するため、まず、pRB105 特異的で、16S rRNA 遺伝子の上流にアニールするプライマーTmp-F（ATGG
CGAATGAAGGAAAAAATGAGGTC）、および 16S rRNA 遺伝子の下流にアニールする+126R（GTGATATTTT
CGTGTAGGGT）により 16S rRNA 遺伝子を含む領域を PCR により増幅した。PCR 用の DNA ポリメラーゼ
は EmeraldAmp PCR Master Mix を用いた。次に、これを鋳型に、16S rRNA 遺伝子より上流にアニール
する－47F（AATACCAAGTCTCAAGAGTG）、16S rRNA 遺伝子内の全バクテリア間で高度に保存されている
領域にアニールする 907R（CCGYCAATTCMTTTRAGTTT）、そして+126R を用いてシーケンス解析した（A
BI BigDye Terminator v3.1、3130 自動シーケンサー）。3種のプライマーによって得られた配列をアッセン
ブリーし、16S rRNA 遺伝子全長を明らかにした。ユニバーサルプライマー領域を除く領域（19～1,527 領
域）をクエリーとして NCBI nucleotide database “16S rRNA sequences (Bacteria and Archaea)”に対
して BLAST 解析 4をおこない、系統の帰属をおこなった。解析条件は Highly similar sequences (megabl
ast)を適用した。 
 
  
41 
2-3. pRB105 ライブラリーのスクリーニングと相補株の単離、配列解析 
 pRB105 ライブラリーで、KT101 株を形質転換し、LB/Tmp（10 µg/ml [今後、断りがない場合、この濃
度で使用]）寒天培地で pRB101 と pRB105 が共存する形質転換体を選択した（図 1）。獲得された形質転換
体を寒天プレートからかき集め、LB 培地に懸濁し、適当に希釈し、スクロースを含む寒天プレート培地（L
B Lennox、Km、Tmp、5% スクロース）に撒き、37℃で 2 日間培養した（図 1）。得られたライブラリーか
ら無作為に 48 個のクローンを選択し、16S rRNA 遺伝子の配列解析を 2-2 記載の方法に準じておこなった。
また、同じライブラリーから、増殖が不良なクローン（コロニーサイズが小さい）48 個を選択し、16S rRN
A 遺伝子の配列解析を 2-2 記載の方法に準じておこなった。 
 
図 1 RINSPEX 法の流れ 
 メタゲノムを鋳型に Bac1f と UN1542r で、多種多様なバクテリア 16S rRNA 遺伝子を PCR により抽出する。また、異種 16S rRNA
遺伝子発現プラスミドである pRB105 を鋳型に、Bac1f と UN1542r と相補的なプライマーである Bac1r と UN1542f を用い PCR 増幅
する。そして、16S rRNA 遺伝子断片と直鎖 pRB105 を In-Fusion Cloning に用い、異種 16S rRNA 遺伝子がコードされた pRB105 ラ
イブラリーを構築する。得られたプラスミドライブラリーにより KT101 株を形質転換し、Tmp を含む LB寒天プレート培地で選択する
ことで、Δ7 株に pRB101 と pRB105 が共存する株を獲得する。次にスクロースを含む LB 寒天プレート培地で pRB101 を脱落し、pR
B105 により生育を相補される株を選択する。 
 
2-4. 増殖良好株のスクリーニングと配列解析 
 2-3 で得られたライブラリーを 8 ml の LB 培地に懸濁し、その一部を大腸菌の生育至適温度である 37℃よ
りも 6℃高い 43℃に予め保温していた 50 ml LB 培地（500 ml バッフル付き三角フラスコ）に植菌し、12
時間おきに継代培養を繰り返した。3 日間培養後の菌液を適当に希釈し、寒天プレート培地に撒きクローン
を純化し、16 個のコロニーを選択した。その機能性 16S rRNA 遺伝子の配列解析は、”pRB105 ライブラリー
の 16S rRNA 遺伝子の多様度解析”と同様の方法でおこなった。 
Δ7株：KT101株 
薬剤選択 
（トリメトプリム） 
カウンターセレクション　　　　　
（スクロース） 
　プラスミド不和合性 
環境中の 
微生物群 メタゲノム 16S rDNAのPCR増幅 
Bac1f     UN1542r 
Bac1r     UN1542f 
TmpR 
pRB105 
16S    23S     5S 
pSC101 
ori 
23S     5S TmpR 
16S rRNA遺伝子断片 
ライブラリー 
TmpR 
pRB105 
16S    23S     5S 
pSC101 
ori 
直鎖プラスミドベクター 
In-Fusion Cloning 
AmpR 
pRB101 
16S    23S     5S 
pSC101 
ori sacB 
pRB101 
pRB105 
pRB105 
pRB101 
pRB101 
pRB105 
形質転換 
異種16S rRNA遺伝子ライブラリーの獲得とプラスミドへのクローニング 
置換実験 
KT105株 
  
42 
2-5. pRB101 除去の確認 
 カウンターセレクションによる pRB101 の除去を確認する対象のクローン、および、Eco 株、そして、大
腸菌Δ7株（KT101 株）からゲノム DNA（およびプラスミド DNA）を抽出し、pRB101、16SEco、それぞれ
の異種 16S rRNA 遺伝子に対し、特異的に PCR 増幅するプライマーセット（表 2）で PCR をおこなった。P
CR 用の DNA ポリメラーゼは、EmeraldAmp PCR Master Mix を用い、25 サイクル施行した。その後、P
CR 反応液は 0.9 % [w/v]アガロースゲルで電気泳動され、バンドの有無を観察した。 
表 2 pRB101 除去の確認に用いたプライマー 
 
2-6. 進化系統解析 
 28 種の機能性 16S rRNA 遺伝子配列（19～1,527 領域）は、対応する近縁種の 16S rRNA 遺伝子配列や、
16SEco（rrsB）配列、外群の Haloarcula argentinensis DSM 12282 strain (DF645681)の 16S rRNA 遺伝
子配列と一緒に、SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) で整列した。整列配列セッ
トを用い、MEGA 6.05で、Neighbor-joining 法 6による系統樹を作成した。Bootstrap は 1,000 回施行した。 
 
2-7. 生育評価 
 まず、生育評価対象の KT105 株の宿主リフレッシュをおこなった。各株から pRB105 を抽出し、16SEco
がコードされたプラスミド pRB105Ecoと共に、同じロットの KT101 株に導入し、”pRB105 ライブラリーによ
る大腸菌Δ7株における機能相補実験”記載の方法に従い、KT105 株を改めて選択した。 
 
2-7-1. 固体培地条件 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 2 ml の LB 培地（Tmp, Km）で培養し
た（37℃、24 h）。その後、M9-グルコース（Glc）最少培地で 2度洗浄し、OD600を 1 に揃えた菌液を、LB
寒天プレート培地（Tmp, Km）にスポットし、37℃で培養した。 
 
2-7-2. 液体培地条件 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 4つずつ、それぞれ 600 µl の LB 培地（T
mp, Km）で培養した（96 deepwell plate, 37℃、24 h）。その後、M9-Glc 最少培地で 2 度洗浄し、OD600
を 1 に揃えた菌液 0.7 µl を、37℃に温められた 200 µl の LB 培地（Tmp, Km）および M9-Glc 最少培地（T
mp, Km）に植菌し、VersaMax plate reader を用い、37℃で振盪しながら、15 分ごとに OD600を測定した。
PCR	
	 Name Sequence-(5’-to-3’)1
pRB101- sacB
	 SacB:F- ATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAACAAGC-
SacB:R- TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTTGTTC-
16SEco- 16SEco625989 Eco:625F-TGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAG-
Eco:989R-CTGAAAACTTCCGTGGATGTCAAGA-
16SNS5 16SNS54541542 NS5:454F-GCGACTCGGCCTAATACGCCGG-
UN1542r-TAAGGAGGTGATCCA-
16SNS11 16SNS114541542NS11:454F-GGCCTCTGGCCACACCAGAGGA-
UN1542r-TAAGGAGGTGATCCA-
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各株の増殖倍化時間（DT）は、増殖曲線からそれぞれ算出された、独立クローン 4つの平均値である。また、
ラグは、培養開始時から対数増殖期に入るまでの時間とした。 
表 3 機能性 16S rRNA 遺伝子配列情報 
 28 種の KT105 株（BH1 株～45HK 株）の機能性 16S rRNA 遺伝子の DDBJ 登録番号（Accession No）、大腸菌 16S rRNA 遺伝子（1
6SEco）との配列相同性、Blast 解析結果を記した。 
 
2-8. 16SNS11および 16SNS5の 16S rRNA 二次構造上の変異部位マッピング 
 16SEco、16SNS11および 16SNS5の配列を SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) で
整列した情報を用いた。 
 
2-9. 異種 16S rRNA と 16SEcoの相違度のウィンドウ解析 
 解析に用いた 16S rRNA 遺伝子の配列は、NCBI nucleotide database “16S rRNA sequences (Bacteri
a and Archaea)”から、プロテオバクテリア門の各綱（アルファ、ベータ、ガンマ、デルタ、イプシロンプ
ロテオバクテリア綱）、そして、アシドバクテリア門において最大 30 の 16S rRNA 遺伝子配列を無作為に獲
得した。 
 対象となる 16S rRNA 遺伝子配列（19～1,527 領域）を SINA alignment service (http://www.arb-silva.
de/aligner/) で整列し、MEGA 6.05で、16SEcoの配列に対応する部位（16SEco基準とした場合の挿入は解析
対象外。欠失部位は解析対象。）を抽出した。5’末端から 40 塩基目まで、そして、1 塩基ずつ 3’末端側に移
動させながら 3’末端に到達するまで、40 塩基分の相違度を算出した。 
Clone Accession No. identity to rrsB Closest 16S rRNA (Accession number) Identity Classification
Eco CP009685 100.0% Escherichia_coli_str._K-12 substr._MG1655(CP009685) 100.0% Gammaproteobacteria
BH1 LC093139 97.6% Edwardsiella_tarda(CP011359) 99.6% Gammaproteobacteria
BH2 LC093140 95.0% Edwardsiella_tarda(CP011359) 99.7% Gammaproteobacteria
BH6 LC093141 95.5% Edwardsiella_tarda(CP011359) 99.5% Gammaproteobacteria
HK1 LC093142 81.5% Burkholderia_sordidicola(DQ256491) 99.7% Betaproteobacteria
HK2 LC093143 82.7% Xanthomonadaceae_bacterium_Ellin7015(AY673181) 96.2% Gammaproteobacteria
HK3 LC093144 81.3% Burkholderia_sordidicola(LC008478) 99.1% Betaproteobacteria
HK5 LC093146 80.4% Methylibium_sp._DR10(FJ464985) 97.8% Betaproteobacteria
HK7 LC093147 80.8% Burkholderia_sordidicola(LC008478) 98.9% Betaproteobacteria
HK9 LC093148 80.8% Methylibium_sp._W125(AB162105) 97.8% Betaproteobacteria
HK10 LC093149 80.9% Burkholderia_sordidicola(KJ606830) 99.9% Betaproteobacteria
HK11 LC093150 81.7% Burkholderia_sordidicola(DQ256491) 99.7% Betaproteobacteria
HK16 LC093151 81.8% Janthinobacterium_lividum(DQ473538) 97.9% Betaproteobacteria
HK19 LC093153 81.3% Massilia_sp._Asd_M1A2(FM955855) 99.3% Betaproteobacteria
HK20 LC093154 80.6% Leptothrix_sp._PN15D(AB480711) 99.1% Betaproteobacteria
HK21 LC093155 80.8% Burkholderia_cepacia(AY741358) 100.0% Betaproteobacteria
NS3 LC093156 83.4% Rudaea_sp._B0.10-151(JX458397) 95.6% Gammaproteobacteria
NS4 LC093157 81.0% Burkholderia_sp._RPE64(AP013059) 91.0% Betaproteobacteria
Holophaga_sp._WY42(KC921174) 85.2% Acidobacteria
Acidobacteria_bacterium_WY67(KC921177) 83.2% Acidobacteria
NS6 LC093158 80.2% Rubrivivax_gelatinosus(JX049412) 97.9% Betaproteobacteria
NS7 LC093159 80.3% Ramlibacter_sp._7B-217(KF441662) 97.4% Betaproteobacteria
NS10 LC093160 80.6% Burkholderia_sp._RPE64(AP013059) 91.3% Betaproteobacteria
Holophaga_sp._WY42(KC921174) 84.5% Acidobacteria
Acidobacteria_bacterium_IGE-010(GU187031) 83.5% Acidobacteria
NS14 LC093161 81.1% Burkholderia_sp._RPE64(AP013059) 91.2% Betaproteobacteria
NS16 LC093162 82.7% Janthinobacterium_sp._A1-13(AB252072) 98.6% Betaproteobacteria
NS19 LC093163 80.6% Leptothrix_sp._PN15D(AB480711) 99.2% Betaproteobacteria
NS20 LC093164 80.8% Burkholderia_sp._RPE64(AP013059) 91.2% Betaproteobacteria
45-BH LC093167 95.1% Edwardsiella_tarda(CP011359) 99.6% Gammaproteobacteria
45-HK LC093168 85.4% Cellvibrio_gandavensis(NR_025419) 97.6% Gammaproteobacteria
LC093165
LC093166
NS5 79.3%
NS11 78.4%
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 また、大腸菌リボソームの 30S サブユニットにおける、16SEcoとリボソームタンパク質の距離（PDB cod
e: 3R8O7）を指標に、16SEcoのリボソームタンパク質との相互作用に関するウィンドウ解析をおこなった。 
 
2-10. ヘリックス情報の抽出と二次構造予測 
 16SNS11と 16SEcoを SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) で整列し、16SEcoの配
列を基準に、45 個すべてのヘリックス領域の配列を抽出した。16SEcoのヘリックスの長さを基準に、15 塩基
未満のヘリックスは解析対象から除外した。16SNS11の各ヘリックス領域の配列は、16SEcoを基準として長さ
の違いを求めた。また、16SEcoの各ヘリックスとの相同性は、ギャップも相違部位として見なし、求めた。1
6SNS11の二次構造は、CENTROIDFOLD9による二次構造予測を参考にした。 
 
2-11. データベースへの配列登録 
本研究において新たに大腸菌Δ7株への機能相補が確認された 16S rRNA 遺伝子配列は、DNA Data Bank 
of Japan (DDBJ) database (http://www.ddbj.nig.ac.jp) に登録した(LC093139 ～ LC093151、LC093153
 ～ LC093168)（表 3）。 
 
3. 結果と考察 
3-1. RINSPEX 法による KT105 変異株ライブラリーの構築と機能スクリーニング 
 RINSPEX 法により大規模な KT105 変異株ライブラリーを構築した。16S rRNA 遺伝子の給源としてメタ
ゲノムを利用し、微生物多様性の確保を図ったが、その多様性を実験的に確認した。このため、まず機能相
補実験をおこなう前に、pRB105 ライブラリーにコードされた 16S rRNA 遺伝子の配列を解析した。その結
果、約半数が、バクテロイデテスに帰属されるバクテリア由来であり、その他、含有率の高い分類群順に、
ガンマプロテオバクテリア、ファーミキュティス、フソバクテリア、アルファプロテオバクテリア、アシド
バクテリア由来の 16S rRNA 遺伝子が確認された（図 2、pRB105 lib）。解析した 48 個の配列はどれも独立
であり、構築された pRB105 ライブラリー内の 16S rRNA 遺伝子は多様であることを確認した。 
 
図 2 ライブラリー、選択クロー
ンに含まれる 16S rRNA 遺伝子
の進化系統分類 
 メタゲノム由来の 16S rRNA 遺伝子ラ
イブラリーの機能選択前の pRB105 ライ
ブラリー”pRB105 lib”、機能選択後、ラン
ダムに選択したKT105 株ライブラリー”K
T105 lib”、機能選択後、生育不良な株を選
択した”KT105 small”の 16S rRNA 遺伝
子の進化系統分類に基づく存在率。 
 
 次に、この KT101 株ライブラリーをショ糖寒天培地に播種しカウンターセレクションをおこない、約 4,0
00 の機能相補株（KT105 株）を獲得した。この中から、まず 48 個のコロニーをランダムに選択し、16S r
RNA 遺伝子配列を解析した結果、いずれのクローンも独立した配列を持ち、その大半がガンマプロテオバク
テリア綱に帰属され、少数がベータプロテオバクテリア綱に帰属されるものであった（図 2、KT105 lib）。
この結果は、RINSPEX 法として確立する以前に研究室内で得た結果 2とほぼ一致した。 
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図 3 機能相補性 16S rRNA 遺伝子の Neighbor-joining 法 6による進化系統樹 
 機能性 16S rRNA 遺伝子（19～1,527 領域）、その近縁種の 16S rRNA 遺伝子、16SEco、そして Haloarcula argentinensis DSM 122
82 strain (DF645681)（外群）の 16S rRNA 遺伝子と共に、Neighbor-joining 法 6により系統樹を作成した。Bootstrap は 1,000 回施
行し、Bootstrap value が 95%以上のブランチのみを示している。 
 
 KT105 株で機能する 16S rRNA 遺伝子は、大腸菌と進化系統的に遠縁であるほど増殖不良を招く傾向があ
ることが報告されている 2。そこで、同じ KT105 変異株ライブラリーから、コロニーサイズが小さなクロー
ン 48 個を選択した。16S rRNA 遺伝子配列解析の結果、一部に重複が見られ、独立配列としては 28 種類を
確認した。この 28 配列の内訳は、7 種が大腸菌と同じプロテオバクテリア門ガンマプロテオバクテリア綱、
19 種が同門別綱のベータプロテオバクテリア綱、そして 2種（16SNS5、16SNS11）が、大腸菌とは門レベルで
異なるアシドバクテリア門に帰属された（図 2、KT105 small、図 3、表 3）。 
 アシドバクテリア門由来 16S rRNA 遺伝子が機能する NS5 株および NS11 株について、遺伝的なアクシデ
ント（レスキュープラスミド pRB101 が残存していないか、pRB101 にコードされていた大腸菌 16S rRNA
B
etaproteobacteria
G
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m
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A
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遺伝子が KT105 株のゲノムに組み込まれていないかなど）が起きていないか、PCR ジェノタイピングによ
り確かめた。コントロールとしては、KT101 株、および大腸菌 16S rRNA 遺伝子（16SEco）が機能する KT1
05 株（Eco 株）を用い、NS5 株と NS11 株とともに検証した。 
 pRB101 にコードされた sacB 遺伝子特異的なプライマ （ーSacB-F と SacB-R）を用いたタイピングでは、
KT101 株でのみ遺伝子断片の増幅が確認された（図 4）。つまり、KT105 株である NS5 株、NS11 株、Eco
株には pRB101 が残存していないことが確認された。次に、16SEcoの特異的プライマーである Eco-625F と E
co-989R を用いた場合は、KT101 株と Eco 株においてのみ遺伝子増幅が確認され、NS5 株および NS11 株
においては、一切増幅が確認されなかった（図 4）。また、16SNS5、16SNS11の特異的増幅プライマーによって
は、NS5 株および NS11 株においてのみ、それぞれ増幅が確認された（図 4）。これらのことから、NS5 株お
よび NS11 株では、大腸菌由来の 16S rRNA は完全に除外されており、機能する 16S rRNA 遺伝子は、それ
ぞれ 16SNS5と 16SNS11のみであることが確認された。 
 
図 4 NS5 株と NS11 株における pRB101 脱落の確認 
 RINSPEX 法に用いる大腸菌Δ7株である KT101 株（pRB101[大腸菌 rRNA オペロン、sacB 遺伝子を含む]）、大腸菌 16S rRNA 遺伝
子（16SEco）が機能する KT105 株（Eco 株）、アシドバクテリア由来の 16S rRNA 遺伝子である 16SNS5および 16SNS11が機能する KT1
05 株である NS5 株および NS11 株から抽出したゲノム DNA を鋳型に、sacB 遺伝子、16SEco、16SNS5、16SNS11に特異的なプライマー
セットを用い、ジェノタイピング PCR をおこなった。 
 
 集積培養により獲得した、増殖が良好なクローン 2種（45BH および 45HK）については、いずれもガンマ
プロテオバクテリア綱に帰属される 16S rRNA 遺伝子を有していた（図 3、表 3）。しかし、45BH 株の 16S 
rRNA 遺伝子（16S45BH）は大腸菌との配列相同性が 95.1%と高いのに対し、45HK 株の 16S rRNA 遺伝子（1
6S45HK）は 85.4%と相同性が低かった（表 3）。当研究室では、配列相同性と増殖速度にはある程度の相関が
見られる 2ことを報告してきたが、それは必ずしも厳密ではなく、比較的低い相同性を示す 16S rRNA でも
十分に高いリボソーム機能を発揮しうることが示唆された。 
 以上、本実験により、大腸菌と門レベルで異なるアシドバクテリア門由来の 16S rRNA 遺伝子でさえ、大
腸菌 16S rRNA 遺伝子と置換可能であることが確認された。第 1 章に記載したとおり、RINSPEX 法を開発
する前の方法では、1 日あたりカウンターセレクションをおこなうクローン数がせいぜい約 200 であり、機
能相補株も、1 日あたりせいぜい 10 個程度しか得られなかった。一方、本章では RINSPEX 法を用い、4,00
0 クローン規模の生育相補株（KT105 株）を得ることができた。RINSPEX 法の開発によりハイスループット
なスクリーニングができたことで、大腸菌 16S rRNA 遺伝子（16SEco）との配列相同性 78.4%、大腸菌とは
門レベルで異なるアシドバクテリア門由来の機能性 16S rRNA が獲得できたと考えている。 
M      KT101   Eco    NS5     NS11     KT101   Eco NS5    NS11    KT101    Eco    NS5    NS11    KT101    Eco  NS5      NS11
SacB-F & SacB-R Eco-625F & Eco-989R NS5-454F & UN1542R NS11-454F & UN1542R
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3-2. NS11 株の生育評価 
RINSPEX 法により得られたクローンのうち、大腸菌 16S rRNA 遺伝子と最も遠縁な関係にあった NS11 株
に注目し、16S rRNA 遺伝子置換が生育に及ぼす影響を調べた。 
 
3-2-1. 固体培養条件 
 Eco 株は、培養 15 時間で生育が確認された（図 5）。一方、NS11 株に
おいては、15 時間培養後、スポット跡が極うっすらと白く濁っていたが、
はっきりと生育を確認することはできなかった（図 5）。培養開始後 20
時間では、NS11 株でも生育が認められた（図 5）。RINSPEX 法の開発以
前は、カウンターセレクション後、通常 17 時間後にコロニーの確認を
おこなっていたが、それでは NS11 株を獲得できなかった可能性が高い。
些細なことではあるが、生育相補限界の 16S rRNA 遺伝子を追求する過
程での工夫（培養時間の延長 [17 hà48 h]）が効果的であった。 
 
3-2-2. 液体培養条件 
 LB 培地の場合、NS11 株の増殖倍化時間は 72.6 ± 1.9 min であり、Eco 株の 40.2 ± 1.2 min に比べ、
明らかに遅かった（図 6A）。この生育能の低下は、増殖倍化時間のみならず、ラグの延長（NS11 株: 503 
± 7.5 min、Eco 株: 307 ± 13 min）や最大細胞濁度の低下（NS11 株: 1.39 ± 0.07、Eco 株: 1.59 ± 0.
05）（図 6A）にも現れた。 
 M9-Glc 最少培地の場合、NS11 株の DT は 319 ± 50 min、Eco 株では 126 ± 9.9 min であった（図 6
B）。LB 培地に比べ、さらにその増殖倍化時間の差に開きが生じた。また、ラグ（NS11 株: 908 ± 88 min、
Eco 株: 461 ± 27 min）、および最大細胞濁度（NS11 株: 0.57 ± 0.02、Eco 株: 0.26 ± 0.06）において
も、両株間での顕著な生育の違いが見られた（図 6B)。 
図 6 液体培地での増殖曲線と増殖倍化時間 
(A) LB 培地 (B) M9-Glc 最少培地。 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 4つずつ、それぞれ 600 µl の LB 培地（Tmp, Km）で培養した（9
6 deepwell plate, 37℃、24 h）。その後、M9-Glc 最少培地で 2度洗浄し、OD600を 1 に揃えた菌液 0.7 µl を、37℃に温められた 200
 µl の LB 培地（Tmp, Km）およびM9-Glc 最少培地（Tmp, Km）に植菌し、VersaMax plate reade を用い、37℃で振盪しながら、
15 分ごとに OD600を測定した。各株の増殖倍化時間（DT）は、増殖曲線からそれぞれ算出された、独立クローン 4つの平均値である。
また、ラグは、培養開始時から対数増殖期に入るまでの時間とした。 
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 増殖倍化時間は、リボソームの翻訳活性をよく反映していると考えられている。NS11 株における増殖倍
化時間の大幅な延長は、16S rRNA 遺伝子の置換による翻訳活性の低下を強く示唆した。 
 
3-3. 16SNS11配列の特徴 
 16SNS11および 16SNS5の 16SEcoに対する変異部位（本博士論文では、異種バクテリアとの相違部位を 16SE
coの変異部位とみなし、そのように表記する）を 16SEcoの二次構造マップに記した（図 7）。16SEcoの全長は
1,542 塩基である一方、16SNS11は 1,537 塩基、同じくアシドバクテリア由来の 16SNS5も 1,527 塩基と短かっ
た。16SNS11には 16SEcoに対して 334 の変異部位が認められた。 
 16SNS11と 16SEcoの相違度に関するウィンドウ解析からは、変異が多く集積する部分（可変領域）とそうで
ない部分（保存領域）があることが分かった（図 8）。16SNS5についても同様に解析したところ、その結果は
16SNS11の場合と高く一致した（図 8）。可変領域は 9 箇所あり、その領域は、全バクテリア 16S rRNA 遺伝
子において多様度が高い領域（Hypervariable region8）である V1 から V9 領域に一致した（図 8）。これら
の領域は、以下のヘリックスを含んでいる（V1: ヘリックス h6, V2: h9、V3: h17, V4: h21, V5: h26, V6: 
h33, V7: h39, V8: h41, V9: h44）8。可変領域によっても相違度は異なるが、V4（ヘリックス h21）を除く
他の領域では、半数以上の塩基が変化していた（図 8）。また、16SNS11の 16SEcoの相違度と 16SEcoとリボソ
ームタンパク質との距離（3.4 Å 以内）との関係が相反していた（図 8）。これは、16SEcoとリボソームタン
パク質との距離が近い（相互作用している）部位ほど塩基変異が少なく、遠いほど多いという結果である。 
 プロテオバクテリア門の各綱（アルファ、ベータ、ガンマ、デルタ、イプシロンプロテオバクテリア綱）、
そして、アシドバクテリア門に帰属されるバクテリア 16S rRNA における 16SEcoとの相違度に関するウィン
ドウ解析から、ガンマプロテオバクテリア綱の相違度は、16S rRNA 遺伝子全領域に渡って低く、他の分類
群よりも 16SEcoに類似していた（図 9）。一方、V2、V3、V6、V7 領域において、アシドバクテリア門では、
その他の分類群よりも 16SEcoとの相違度が高かった（図 9）。しかし、16SNS11はアシドバクテリア門である
にもかかわらず、この領域の相違度は、他のアシドバクテリアの結果とは異なり低い相違度（すなわち高い
類似度）を示した。16SNS5についても 16SNS11の結果と類似しており（図 8）、16SNS11と 16SNS5は、アシドバ
クテリア門に帰属されるが、部分的に 16SEcoに相同性が高い配列を有していると言える。 
 さらに詳細に見ると、16SNS11 および 16SNS5 は、プロテオバクテリア門のアルファプロテオバクテリア綱
やデルタプロテオバクテリア綱よりも 16SEcoとの相違度が高いことが確認された（図 9）。これまで、アルフ
ァプロテオバクテリア綱やデルタプロテオバクテリア綱の分類群の 16S rRNA 遺伝子の機能相補は確認され
ておらず（本研究で使用した pRB105 ライブラリーにアルファプロテオバクテリア綱の 16S rRNA 遺伝子が
アシドバクテリア門やベータプロテオバクテリア綱の 16S rRNA 遺伝子よりも多く含まれているにもかかわ
らず）（図 2）、アルファプロテオバクテリア綱の 16S rRNA 遺伝子は機能相補できない可能性が高い。 
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図 7 16SEcoの二次構造マップと可変部位 
 SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/)によって整列した獲得された 28 種の KT105 株で機能する 16S rRNA
遺伝子と 16SEcoの配列（19～1,527 領域）の情報を用い可変部位を抽出し、Kitahara et al., 20122の Fig 2 である大腸菌 16S rRNA の
二次構造マップに追加した。Kitahara らによって明らかとされた可変部位を赤色で、本研究により新たに明らかにされた可変部位を緑
色で表示した。青丸は、Yassin10らによって変異導入することでリボソーム機能が低下すると報告されている部位を示した。縮退塩基
は、IUPAC 表記に則り、以下の通りに表記した。W：A or T, R: A or G, M: A or C, K: T or G, Y: T or C, S: G or C, H: A, C 
or T, N: G, C or T, V: A, G or C, D: A, G or T, and N: A, G, C or T。9 箇所の Hypervariable region8については、V1 から V9
で示した。 
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図 8 16SNS5と 16SNS11の 16SEcoとの相違度に関するウィンドウ解析 
 SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/)によって整列した 16SEco、16SNS11および 16SNS5の配列（19～1,527 領
域）の情報を基に、5’末端から 40 塩基の 16SEcoにおける変異率を算出し、1塩基ずつ 3’末端側に移動させながら、同様に 40 塩基分の
変異率を算出することを 3’末端に到達するまで繰り返すというウィンドウ解析をおこなった。また、大腸菌リボソームの 30S サブユニ
ットにおける、16SEcoとリボソームタンパク質の距離（PDB code: 3R8O7）を指標に、16SEcoのリボソームタンパク質との相互作用に
関するウィンドウ解析をおこない、結果を相違度のウィンドウ解析と共に示した。 
 
 
図 9 各分類群の 16SEcoとの相違度に関するウィンドウ解析 
 プロテオバクテリア門の各綱（アルファ、ベータ、ガンマ、デルタ、イプシロン）、そして、アシドバクテリア門のバクテリア 16S r
RNA 遺伝子配列は、16SEco、16SNS11および 16SNS5の配列と共に SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) によっ
て整列した。この情報を基に、ウィンドウ解析をおこない（ウィンドウサイズ：40 塩基、ステップサイズ：1）、分類群ごとに平均値を
算出した。 
 
 各ヘリックスの長さは、全 45 ヘリックスのうち 27 個について 16SEcoと同一であった（図 10）。また、長
さが異なるヘリックスにおいても、ヘリックス h6 を除いたすべてが 2 塩基未満の長さ多型であり、16S rR
NA 全域でヘリックスの長さの変化はあまりないことが分かった。16SNS11は、全長が 16SEcoに比べて 5塩基
短いが、塩基の欠失はヘリックス h6 に集中しており、16SEcoの h6 に比べ 9 塩基短くなっていた。一方、相
同性解析から、16SEcoのヘリックスと完全に一致するのは h13、h28、h30 の 3 つのみで、その他のヘリック
スは程度の差はあるが配列が多様であった（図 10）。このことから、16SNS11では、ヘリックスの長さは維持
しつつ、配列が多様化している傾向があることが確認された。 
 16SNS11には多くの変異が見られたが、その大半は 16S rRNA の二次構造を大きく変化させることはなかっ
た。つまり、塩基結合をする塩基のペアごと変化する場合が多かった。例えば、V4 領域のヘリックス h21
は、16SNS11では前半部分（ヘリックスの付け根部分）に変異部位が集中しているが、塩基結合をするペアご
と変化している場合がほとんどで、二次構造は高く保存されていた（図 11）。 
 
0 
0.2 
0.4 
0.6 
0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 
C
on
ta
ct
to
 ri
bo
so
m
al
 
pr
ot
ei
n
D
is
si
m
ila
rit
y 
to
 1
6S
E
co

Nucleotide position in 16S rRNA gene (E. coli numbering)
NS5 
NS11 
Contact-map 
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9
0"
0.2"
0.4"
0.6"
0.8"
0" 200" 400" 600" 800" 1000" 1200"
Di
ss
im
ila
rit
y"
to
"1
6S
Ec
o Gammaproteobacteria"
Betaproteobacteria"
Alphaproteobacteria"
Deltaproteobacteria"
Epsilonproteobacteria"
Acidobacteriia"
NS11"
V1# V2# V3# V4# V5# V6# V7# V8# V9#
  
51 
 
図 10 16SNS11と 16SEcoの各ヘリックス長さの違いと相同性 
 16SNS11と 16SEcoを SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) で整列し、16SEcoの配列を基準に、45 個すべての
ヘリックス領域の配列をそれぞれ抽出した。16SEco のヘリックスの長さを基準に、15 塩基未満のヘリックスは解析対象から除外した。
16SNS11の各ヘリックス領域の配列は、16SEcoを基準として長さの違いを求めた。また、16SEcoの各ヘリックスとの相同性は、ギャップ
も相違部位として見なし、求めた。16SNS11の二次構造は、CENTROIDFOLD9による二次構造予測を参考にした。 
 
 
図 11 二次構造の変化 
 それぞれの 16S rRNA のヘリックス構造を、CENTROIDFOLD9の二次構造予測を参考に図式化した。ヘリックス h21 および h6 につ
いて、青丸は塩基置換により翻訳活性が低くなると報告されている部位であり 10、赤文字は、それぞれの 16S rRNA 遺伝子において変
異が認められた部位を示す。ヘリックス h10 については、3つの 16S rRNA 遺伝子配列のアライメントの信頼度が低いため、変異部位
を確定することができなかったので、変異部位の色分けはしていない。 
 
 しかし、例外的に、二次構造の変化も見られる部位もあった。特に、16SEco とヘリックスの長さが異なる
V1 領域のヘリックス h6 に顕著であった。ヘリックスの長さは 16SEcoに比べ 9 塩基短く（図 10）、バルジの
大きさと数も 16SEcoと異なっていた（図 11）。また、16SNS5においても同様に各ヘリックスの長さ、相同性、
二次構造を比較すると、ヘリックス h10 において 16SEcoよりも 8 塩基短く、二次構造も大きく異なることが
分かった（図 11）。 
 
4. おわりに 
 本章では、RINSPEX 法により構築した大規模な KT105 変異株ライブラリーのスクリーニングにより大腸
菌の遺伝子欠損を相補しうる 16S rRNA 遺伝子の進化系統的な限界を追求した。培養時間を従来条件よりも
延長し、さらに増殖不良のクローンを選択するために小さめのコロニーを選抜するという工夫をした。その
結果、従来の限界を超えた、門レベルで異なるアシドバクテリア門由来の機能相補性 16S rRNA 遺伝子の獲
得に成功した。16SEcoと最も低い相同性を示した 16SNS11の配列解析により、①大腸菌 16S rRNA 遺伝子 1,
542 塩基中、334 塩基が改変可能であること、②保存領域の存在が認められる一方で、可変領域においては
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半数以上の部位が可変であること、③領域によっては二次構造の変化も許容されることなどが明らかとなっ
た。 
 16S rRNA 遺伝子の改変に、タンパク質の進化工学において頻用される「部位特異的変異」や「ランダム
変異」は不向きである。これに対し、「16S rRNA 遺伝子置換」は、高次構造をある程度保ったまま塩基置換
が可能な点で好適である。この方法では、「塩基対を組む」という制約のもと塩基変異を許容するが、全体の
配列の 2割以上を一度に改変することができた。 
 以上、本章では、RINSPEX 法の 16S rRNA 遺伝子の改変手法としての有用性を示すことができた。 
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第 3章 ドメインキメラ解析による 16SNS11の機能解析 
 
 
キーワード：16S rRNA 遺伝子のドメインキメラ解析、3’ minor ドメイン、ショ糖密度勾配遠心、 
 大腸菌無細胞翻訳系 
 本章では、第 2章で獲得した大腸菌Δ7 株相補性 16S rRNA 遺伝子の進化系統的な限界である 16SNS11
の機能解析実験を「ドメインキメラ解析」によりおこなった。ここで言うドメインキメラ解析とは、16SNS11
を４つのドメイン（5’、Central、3’ major、3’ minor）に分割し、それぞれのドメインを 16SEco配列で置
換し、各キメラ 16S rRNA 遺伝子に現れる機能の変化を、生育相補試験や生化学手法により明らかにす
る解析のことである。16SNS11は 16SEcoと比較し 334 の変異箇所を含み、これが 9箇所のHypervariable 
region を中心に 16S rRNA 遺伝子全域に散在しているため、機能的に重要な塩基を割り出すことは難し
く、まずドメインという大きな領域単位で特定することを試みた。 
 その結果、16SNS11の 3’ minor ドメインを 16SEco配列に置換した 16S3MnEが、宿主の生育を最も大きく
回復させることが分かった（増殖倍化時間：Eco株40.2 min、NS11株72.6 min、NS11-3MnE株43.6 min）。
これらの変異体について、増殖速度とリボソーム機能を関連づけるために、リボソームの生化学解析（シ
ョ糖密度勾配遠心によるサブユニット解析、無細胞翻訳系 PURE システムを用いた活性評価）をおこな
い、増殖とリボソーム活性が密接に関わっていること、16SNS11がもたらす増殖能（あるいは翻訳活性）
の低下は 3’ minor ドメインに起因するサブユニット会合効率の低下が主因であることが判明した。 
 引き続き、3’ minor ドメイン内の「点変異解析」をおこなった結果、50S サブユニットとの相互作用
に関わるとされる 1416-1484 塩基対の 16SEco型への置換（二塩基同時置換）が、ドメイン全体の置換に
匹敵する効果を示すことが判明した（倍化時間 42.7 min）。334 中の 2塩基変異のみで NS11 株の生育が
Eco 株並みに復帰したことは、16SNS11に見出された 300 余りの変異は、リボソーム機能に大きな影響を
及ぼさない（中立的）変異であることを意味する。このことは、リボソーム成分が高い種間和合性を持
つ（第 2 章）とともに、高い進化能を有していることを意味している。 
 工学的な観点でも有益な知見を得た。すなわち、16S rRNA の全長を置換するばかりでなく、その一部
の配列（ドメイン）のみを置換しても多くの場合機能を維持することが示され、16S rRNA の変異手法と
して有効に使える見通しが立った。また、16S rRNA 遺伝子の大部分の領域が、機能に大きな（悪）影響
を及ぼさないことが示された。これらの知見は、RINSPEX 法の実験手法の拡充と運用ノウハウにつなが
るものである。 
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1. はじめに 
 第 2 章で獲得された置換限界株である NS11 株は、大腸菌とは門レベルで異なるアシドバクテリア門に帰
属されるバクテリア 16S rRNA 遺伝子が機能している。NS11 株の増殖倍化時間は 72.6 ± 1.9 min で、Eco
株では40.2 ± 1.2 minあることから、明らかに生育が不良であった。また、NS11 16S rRNA遺伝子（16SNS11）
と大腸菌 16S rRNA 遺伝子（16SEco）を比較すると、334 の相違部位（変異部位）が認められた（第 2 章）。
16SNS11の変異のうち、どの変異が生育不良に関わっているのか？ ̶この問いに答えるためにドメインキメ
ラ解析をおこなった。 
 16S rRNA は、5’ （5）、Central（Cnt）、3’ major（3Mj）、そして、3’ minor（3Mn）ドメインの 4 つの
ドメインから構成されている。第 2章で獲得した 16SNS11と 16SEcoを両親とするドメインキメラ（16SNS11の
各ドメインを 16SEco配列に置換）を作成するために、各ドメインを増幅するための PCR プライマーを設計
し、キメラ体を作成、各キメラの生育相補性試験、並びに 16SNS11の生育不良の原因の特定までをおこなった。 
 さらに、増殖復帰の見られた 3’ minor ドメイン置換体と Eco、NS11 株についてリボソームの生化学解析
（ショ糖密度勾配遠心、PURE システムを用いた in vitro 活性評価）をおこない、増殖と翻訳活性の関連を調
べた。 
 
2. 材料と方法  
2-1. 16S rRNA 遺伝子の各ドメイン領域のプライマーの設計 
 NCBI データベース（August, 2014）に登録された 23 の分類群のバクテリアのゲノム DNA（2,476 種）か
ら、16S rRNA 遺伝子（9,624 種）を抽出し、SINA alignment service (http://www.arb-silva.de/aligner/) で
整列した。ドメイン間の配列を抽出し、配列の保存性が高い領域で、16SEcoに完全に一致し、15 塩基以上の
長さのプライマーを設計した。「15 塩基以上」という制約は、ドメインの連結を In-Fusion 法によりおこな
うことを想定しているためである。 
 
2-2. ドメインキメラ体の構築 
 16SEco および 16SNS11 は、表 1 のプライマーセットで PCR 増幅・抽出し（DNA ポリメラーゼは
KOD-Plus-Neo）、In-Fusion HD Cloning Kit により連結した。それらのキメラ 16S rRNA 遺伝子は、16SNS11-5E、
16SNS11-CntE、16SNS11-3MjE、16SNS11-3MnEと表記する。対応するプラスミドは、pRB105NS11-5E、pRB105NS11-CntE、
pRB105NS11-3MjE、pRB105NS11-3MnEと表記する。各プラスミドを KT101 株の機能相補試実験（第 2章）に供試
し、変異 KT105 株名は、NS11-5E、NS11-CntE、NS11-3MjE、NS11-3MnE と表記する。 
 
2-3. 生育試験 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 4つずつ、それぞれ 600 µl の LB 培地（Tmp, 
Km）で培養した（96 deepwell plate, 37℃、24 h）。その後、M9-Glc 最少培地で 2度洗浄し、OD600を 1 に
揃えた菌液 0.7 µl を、37℃に温められた 200 µl の LB 培地（Tmp, Km）に植菌し、VersaMax plate reader
を用い、37℃で振盪培養しながら、15 分ごとに OD600 を測定した。各株の増殖倍化時間（DT）は、独立ク
ローン 4つのそれぞれの増殖曲線から算出された値の平均値である。 
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2-4. ショ糖密度勾配超遠心法によるリボソーム構成プロファイルの観察 
 LB 寒天プレート培地（Tmp、Km）上の NS11-3MnE 株、NS11 株、Eco 株の 3 株のコロニーを、50 ml LB
培地（Tmp、Km、500 ml バッフル付きフラスコ）で培養し（37℃）、OD600 が 0.4～0.6 に到達した時点で
Cm（100 µg/ml）を加え、5分間振盪を続けた。その後、フラスコごと氷水に沈め、10 分間冷却した。そし
て、遠心（5,000 g, 10 min, 4℃）により集菌した。次に、ペレットを、氷水中で冷やされた 2 ml の RBS バ
ッファー（20 mM HEPES-KOH [pH 7.6], 10 mM Mg(OAc)2, 30 mM NH4Cl, 6 mM 2-mercaptethanol）で懸
濁し、500 µl ずつ 2 ml のチューブに分注し、再度遠心（36,220 g, 10 min, 4℃）した。ペレットと等量のガ
ラスビース、RBS バッファー500 µl を加え、ビーズクラッシャーで 1分間細胞破砕（最大速度、室温）̶サ
ンプルチューブの冷却（氷水で 2分間）の工程を 3回繰り返した。その後、遠心（36,220 g, 10min, 4℃）す
ることにより、細胞抽出液を獲得した。 
 NanoDrop を用い細胞抽出液の A260を測定し、5 A260分をショ糖密度勾配超遠心に使用した。5 A260分の細
胞抽出液を 10-40% (w/v) ショ糖密度勾配溶液（RBS バッファー）に乗せ、超遠心分離をおこなった（SW-40 
Ti Rotor, 35,000 rpm [245,853 g], 3 h, 4°C）。 
 その後、A254を随時観察しながら、フラクショネーターによりチューブトップからボトムまでを分画した。 
 
2-5. 大腸菌無細胞翻訳系 PUREfrexシステムによる 70S リボソームの翻訳活性評価 
 LB 寒天プレート培地（Tmp、Km）上の NS11-3MnE 株、NS11 株、Eco 株の 3 株のコロニーを、10 ml LB
培地（Tmp、Km、試験管）で前培養し（37℃、一晩培養）、そのうちの 6 ml を 600 ml の LB 培地（Tmp、
Km、3L フラスコ）に植菌し、OD600が 0.5～0.6 に到達するまで培養した（37℃）。その後、2-4 記載の方法
に準じて細胞抽出液を取得し、超遠心分離をおこなった。次に、遠心後のサンプルを、A254を観察しながら、
フラクショネーターによりチューブトップからボトムまでを分画した。 
 70S リボソームに相当する画分を集め、溶液（400 A260分）を 30% (w/v)スクロース溶液（RBS バッファ
ー）1のクッションに乗せ、超遠心分離をおこなった（SW-40 Ti Rotor, 40,000 rpm [280,976 g], 12 h, 4°C）。
ペレットは、リボソームバッファー（20 mM HEPES-KOH [pH 7.6], 6 mM Mg(OAc)2, 30 mM KCl, 7 mM 
2-mepcaptoethanol）1に溶解させた。 
 各株由来の 70S リボソーム（70SEco, 70SNS11, 70SNS11-3MnE）の翻訳活性は、無細胞翻訳系 PUREfrex システ
ムを用いて評価した 2。翻訳の鋳型としては、蛍光強度を指標に翻訳効率を評価することができる gfp 遺伝子、
特に、フォールディング効率が高い superfolderGFP 遺伝子（コドン使用頻度を大腸菌に合わせて全合成し
たもの）3を使用した。gfp 遺伝子は、pET-20b(+)ベクターの T7 プロモーター下流にクローニングした。得
られたプラスミドを鋳型に T7-promoter（TAATACGACTCACTATAGGG）と T7-terminator（GCTAGTTATTGC 
TCAGCGG）プライマーを用いて PCR 増幅をおこない、ゲル抽出により生成した DNA 断片を鋳型 DNA とし
て利用した。PUREfrex のキットプロトコールの 1/5 量スケール（10 µl）で調製した反応液に、20 ng の鋳
型 DNA と 0.2 µmol の 70S リボソームを加え反応を開始した。反応溶液を Stratagene Mx3000pTM qPCR 
system にて 37℃で保温し、10 分おきに 5時間、GFP の蛍光強度（ex: 488 nm, em: 530 nm）を測定した。
リボソームの代わりに等量のリボソームバッファーを反応液に添加したものをネガティブコントロール
（NEGA）とした。翻訳活性は、リアルタイムの蛍光強度の測定値によるプロットの傾きを指標に評価した。 
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2-6. 16SNS11における生育不良に寄与する部位の特定：3’ minor ドメインの点変異解析 
 pRB105NS11 を鋳型に、NS11-A1416Gf（GCCCGTCACATCACGGAAGTCGGTTGCACTAGA）-NS11-A141
6Gr（TCTAGTGCAACCGACTTCCGTGATGTGACGGGC）、NS11-G1417Ar（CTCGTGATGTGACGGGCGGT
GTG）-NS11-1418f（AGTCGGTTGCACTAGAAGTCGGTGGGC）、NS11-T1484Cf（CTAAAGTGGATCGGTA
ACTGGGGTGAAGTCGTAAC）-NS11-T1484Cr（GTTACGACTTCACCCCAGTTACCGATCACAC）、NS11-A1
516Gr（GCCACAGGTTCCCCTACAGCTACCTTGTT）-UN1542f（TGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAAGCG
T）の組合せで PCR をおこなった。1416 部位の置換変異の場合、PCR 後、DpnI 処理し、その反応溶液を直
接大腸菌 JM109 株の形質転換に用いた。それ以外の場合は、PCR 後、Dpn 処理し、T4 DNA Ligase により
連結（自己環状化）してから、JM109 株の形質転換に用いた。各々の形質転換体から、プラスミドを抽出し、
16S rRNA 遺伝子全長のシーケンス解析（BigDye Terminator v3.1）によって目的配列を確認した。各変異
を組合せたクローンの構築は、いずれかの変異導入 16S rRNA 遺伝子を鋳型に、変異を上記の方法と同様に
加算させた。各プラスミドにより KT101 株の機能相補試験をおこなった。 
 1416、1417、1484、1516 番目の塩基が 1 塩基変異した 16S rRNA 遺伝子をそれぞれ 16SNS11-A1416G、
16SNS11-A1417G、16SNS11-U1484C、16SNS11-A1516G と表記し、1416 と 1484 の変異が組み合わさったものを
16SNS11-1416-1484、4 つすべての変異を持つものを 16SNS11-All と表記した。対応する KT105 株を、それぞれ
NS11-A1416G、NS11-A1417G、NS11-U1484C、NS11-A1516G、NS11-1416-1484、NS11-All 株と表記し
た。 
 
2-7. 点変異変異体の生育評価 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 4つずつ、それぞれ 600 µl の LB 培地（Tmp, 
Km）で培養した（96 deepwell plate, 37℃、24 h）。その後、M9-Glc 最少培地で 2度洗浄し、OD600を 1 に
揃えた菌液 0.7 µl を、37℃に温められた 200 µl の LB 培地（Tmp, Km）に植菌し、VersaMax plate reader
を用い、37℃で振盪しながら、15 分ごとに OD600 を測定した。各株の増殖倍化時間（DT）は、独立クロー
ン 4つのそれぞれの増殖曲線から算出された値の平均値である。 
 
3. 結果と考察 
3-1. ドメインキメラ作成のプライマー設計とキメラ体の作成、生育評価 
 16SNS11と 16SEco間のキメラ解析をおこなうにあたり、16S rRNA の機能単位であるドメインに着目した。
その際、今回、注目している 16SNS11と 16SEco間だけでなく、今後広く用いることができるよう、まずバク
テリア 16S rRNA 遺伝子を整列し、多様な系統からドメインが増幅できるプライマーを設計した（表 1）。そ
の結果、ドメインの境界はバクテリア種間を通して配列がよく保存されていることが確認された。そのため
設計したプライマーの配列は完全に 16SEcoに一致するようにした。 
 設計したプライマーを用い、16SNS11の各ドメインを16SEcoの相同領域で置換された4種のキメラ16S rRNA
遺伝子、16SNS11-5E、16SNS11-CntE、16SNS11-3MjE、16SNS11-3MnEを構築した。それらがコードされた pRB105 によ
り KT101 株で機能相補実験をおこなったところ、16SNS11-CntE、16SNS11-3MjE、16SNS11-3MnEの機能相補が確認さ
れ、NS11-CntE 株、NS11-3MjE 株、および NS11-3MnE 株を獲得した。ここで、16SNS11-5Eは、大腸菌Δ7
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株の生育を相補できなかった。16SNS11-5E が機能不全となったのは、16SNS11 の 5’ドメインを大腸菌型にする
ことで、第 1章で観察された Pseudoknot 構造の乱れが生じるためであると予想された。 
 
表 1 ドメインキメラ体の構築に用いるプライマー 
 ①進化系統的に多様な微生物群より可能な限り網羅的に PCR 増幅ができ、②ドメインの PCR 増副産物同士を In-Fusion HD Cloning 
Kit により連結可能なように、ドメインの PCR 増副産物の末端が隣り合うドメインの PCR 増副産物と 15 塩基以上相同になるように、
ドメイン間にアニールするプライマーの設計をおこなった。 
 
3-2. ドメインキメラ体の増殖特性解析 
 生育を相補した 16SNS11-CntE、16SNS11-3MjE、16SNS11-3MnE各変異体を液体培地での増殖曲線から評価した（図
1）。NS11-3MjE 株、NS11-3MnE 株の生育は、増殖倍化時間、ラグ、最大細胞濁度の点で NS11 株に比べ良
好であることが確認された。NS11-CntE 株では、NS11 株よりもさらに生育が不良となった（図 1）。この原
因は、16S rRNA 内のドメイン間相互作用が原因であると予想した。 
 増殖倍化時間は NS11 株の 72.6 ± 1.9 min に対し、NS11-3MjE 株では 57.5 ± 3.7 min、NS11-3MnE
株では 43.6 ± 0.7 min であった（図 1）。Eco 株の増殖倍化時間は 40.2 ± 1.2 min であり、NS11-3MnE
株は、増殖倍化時間においては、Eco 株と遜色ないほど生育が良好になっていたことが分かった（図 1）。た
だし対数増殖期に入るまでのラグ時間については、NS11-3MnE 株では、NS11 株（503 ± 7.5 min）に比べ
短縮した（453.8 ± 24 min）ものの、Eco 株（307 ± 13 min）には及ばなかった（図 1）。また、NS11-3MnE
株の最大細胞濁度は、1.47 ± 0.03であり、NS11株（1.39 ± 0.07）に比べ増加したが、Eco株（1.59 ± 0.05）
のレベルには届いていない（図 1）。加えて、NS11-3MnE 株が最大細胞濁度に到達して以降、時間とともに
徐々に細胞濁度が低下することが観察された（図 1）。 
 
図 1 ドメインキメラクローンの生育評価 
(A) 増殖曲線 (B) 増殖倍化時間 
 各 KT105 株の前培養菌液は、M9-Glc 最少培地で 2度洗浄し、OD600を 1 に揃え、菌液 0.7 µl を 37℃に温められた 200 µl の LB 培
地（Tmp, Km）に植菌し、37℃で 15 分ごとに OD600を測定した。(A) の増殖曲線は、4つの独立クローンそれぞれの増殖曲線の平均の
プロットである。各株内でのプロットはよく重なっていたため（CV<10%）、誤差棒は省いている。(B) の増殖倍化時間（DT）は、4つ
の独立クローンそれぞれの増殖曲線からそれぞれ算出された値の平均値である。 
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5’.	 Bac1F. AAATTGAAGAGTTTGATC. Bac1r GATCAAACTCTTCAATTTAAAAGTTTGACGCTCAAAG.
5D=. CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCT. CntD+. AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG.
Central.	 CntD+. AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG. 5D=. CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCT.
CntD=. CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC. 3MjD+. GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG.
3’.major.	 3MjD+. GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG. CntD=. CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC.
3MjD=. CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG.3MnD+. CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG.
3’.minor.	 3MnD+.CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG. 3MjD=. CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG.
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3-3. ショ糖密度勾配遠心法によるドメインキメラ体のリボソ
ーム構成プロファイル解析 
 3’ minor ドメインは、約 150 塩基からなり、ヘリックス h44
と h45 の 2 つのヘリックスを有す。4 つのドメインのうち、3’ 
minor ドメインはサイズ的には最も小さいが、30S サブユニッ
トの生合成 4や 50S サブユニットとの相互作用 5に関わる重要
な領域を含むことが知られている。そこで、NS11-3MnE 株、
NS11 株、Eco 株のリボソーム構成プロファイルをショ糖密度
勾配遠心法により解析し、30S サブユニットの生合成効率やサ
ブユニット間相互作用の違いを検証した。 
 NS11 株は、Eco 株に比べ 50S サブユニットのピークが高く、
30S サブユニット、70S リボソーム、ポリソームの量が少なか
った（図 2）。一方、生育の回復が認められた NS11-3MnE 株で
は、Eco 株と類似したパターンを示した（図 2）。 
 これらのことから、16SNS11の 3’ minor ドメインを 16SEco型
に戻すことで、30S サブユニットの生合成効率や 50S サブユニ
ットとの相互作用が向上することが明らかとなった。つまり、
16SNS11の 3’ minor ドメインは、生合成効率の低下やサブユニ
ット間相互作用の低下を招くことが分かった。 
 
3-4. 無細胞翻訳系 PURE システムを用いたドメインキメラ体のリボソーム翻訳活性解析 
 次に、各株より調製した 70S リボソームの活性評価を、大腸菌無細胞翻訳系 PURE システムを用いておこ
なった（図 3）。70SNS11の翻訳活性は、70SEcoの場合と比較して約 1/3 程度であることが判明した。一方、
70SNS11-3MnEでは、70SNS11の場合と比較し 2.5 倍翻訳活性が向上し、70SEcoのレベルに近づいた。これらのこ
とから、16SNS11の 3’ minor ドメインを 16SEco型にすることで、リボソームの翻訳活性が大きく回復するこ
とが明らかとなった。 
 3-3 で示した通り、NS11 株では 30S と 50S の会合効
率が低い。そのため、無細胞翻訳系においても、NS11
株由来のリボソームは、翻訳を終えた mRNA からリボ
ソームが遊離してサブユニットが解離した後、新たな翻
訳サイクルに入る際の再会合効率も低くなると考えら
れる。NS11 に見られた翻訳活性の低さは、70S リボソ
ーム自身の翻訳活性が低い可能性と、サブユニット会合
不良に起因するターンオーバー効率の低下のいずれか
であると考えられる。 
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図 2 リボソーム構成プロファイル 
 細胞抽出液を 10-40% (w/v) ショ糖密度勾配
遠心により分離し、A260をモニターしながらフ
ラクショネーターでトップからボトムの溶液を
分画した。 
 
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3-5. 3’ minor ドメインの点変異解析 
 16SNS11の 3’ minor ドメインには、29 箇所の変異が存在する（図 4）。3’ minor ドメインに存在する、30S
サブユニットの生合成 4や 50S サブユニットとのサブユニット間相互作用 5に重要であると報告されている
部位で、かつ、16SNS11において 16SEcoと相違する部位（1416、1417、1484、1516 番目の塩基）を、16SEco
型の塩基に置換し、16SNS11のいずれかの 1 塩基部位が 16SEcoに置換された 16S rRNA 遺伝子 16SNS11-A1416G、
16SNS11-A1417G、16SNS11-U1484C、16SNS11-A1516Gを構
築し、生育不良に寄与する 16SNS11内の部位を
特定することを試みた。 
 各変異 16S rRNA 遺伝子の大腸菌Δ7株の機
能相補実験から、16SNS11-A1416Gが、Δ7 株の生
育を相補できないことが確認された。1416 番
目の塩基は、30S サブユニット生合成に重要な
部位として報告されており 4、同じく生合成に
重要である 1484 番目の塩基 4と塩基対を形成
する（図 4）。16SEcoでは、1416 番目の塩基と
1484 番目の塩基は G-C 塩基対、16SNS11 では
A-U 塩基対を形成し、どちらもワトソン‒クリ
ック結合である（図 4）。一方、NS11 において
1416 番目の塩基を大腸菌型に置換した
16SNS11-A1416G では、非ワトソン‒クリック型の
G・U 塩基対となり、これがリボソーム機能を
失活させると考えられた。一方、1416 番目の
塩基に対合する 1484 番目の塩基の置換変異体
16SNS11-U1484Cは、Δ7 株を機能相補しうるばか
りでなく、増殖倍化時間の短縮も確認された
（図 5）。 
 
図４ 16SEcoの 3’minor ドメインの二次構造
と 16SNS11の変異部位 
 サブユニット間相互作用に重要であるとされる部位を
赤文字で示し、16SNS11に見出された 29 個の変異について
は矢印で示してある。 
 
 NS11-U1484C 株と同様、16SNS11の 1 塩基置換変異体 NS11-A1417G 株および NS11-A1516G 株において
も、生育の回復が確認された（図 5）。1417 番目の塩基は、1483 番目の塩基と塩基対を形成するが、16SEco
では G-A であり、16SNS11では A-A である。この non-canonical な非ワトソン‒クリック型塩基対の変化が局
所的な構造を最適化し、50S サブユニットとの相互作用を向上させたと考えられる。 
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 16SEcoにおいて、G1516 はヘリックス h45 のループに位置し、メチル化転移酵素である RsmJ によってメ
チル化修飾の対象となる塩基である 6。このような修飾塩基は、大腸菌 16S rRNA には 11 箇所、23S rRNA
には 25 箇所存在する 7。rRNA の in vtro メチル化修飾反応の再構成実験から、メチル化転移酵素の基質は様々
であり、例えば、G967 のメチル化転移酵素である RsmB は、リボソーマルタンパク質 S7 と S19 が結合す
る前の 16S rRNA を基質にし、C966 のメチル化転移酵素である RsmD は、両リボソーマルタンパク質が結
合した後の 16S rRNA を基質とする 8。このように、16S rRNA の修飾は、30S サブユニットの生合成過程に
おいて、リボソーマルタンパク質の組み込みのチェック機構の役割を担っていると言える。それゆえ、16S 
rRNA 遺伝子の修飾塩基が保存されていることが、リボソームの生合成・機能発現に重要であると考えられ
てきた。実際、Yassin ら 9は、大腸菌 16S rRNA 遺伝子の 1516 番目の塩基の置換が翻訳活性を低下させる
ことを報告している。 
 一方、Basturea らは、大腸菌において RsmJ（G1516 のメチル化転移酵素）のノックアウト株は、通常の
培養条件（37℃、栄養培地）では顕著な表現型を示さないと報告している 6。このように、G1516 のメチル
化がリボソーム機能に与える影響について、二つのグループの見解は一致していないが、本研究において得
られた結果、すなわち修飾対象塩基である 1516 番目の塩基が置換された 16SNS11が大腸菌Δ7 株の生育を機
能相補したことは Basturea らの結果を一部支持している。一方、16SNS11の 1516 番目の塩基を大腸菌型に
置換することで生育が回復したことは、Yassin ら 9の結
果を一部支持している（図 5）。 
 16SNS11において、唯一、30S サブユニットの生合成お
よびサブユニット間相互作用に重要な部位が塩基対単位
で置換されている1416-1484塩基対を16SEco型に置換し
たところ、NS11-1416-1484 株の増殖倍化時間は、
NS11-3MnE 株よりもやや短く、Eco 株と遜色ない生育
速度に回復した（図 5）。 
 一方、1416、1417、1484、1516 番目の塩基すべてを
16SEco型にした変異体では、NS11 株より増殖倍化時間が
短縮したことは確認できたが、NS11-1416-1484 株の増
殖倍化時間を下回ることはなかった（図 5、All）。個々の
塩基置換では生育の回復が認められた塩基の統合が、生
育回復に加算的に影響しなかった理由としては、これら
の塩基間でなんらかの相互作用が働いているためである
と考えられる。 
 以上、16SNS11の 3’ minor ドメイン内の重要残基の点変異解析により、1416-1484 塩基対の大腸菌型への
置換により生育が大幅に回復することが判明した。1416-1484 塩基対パターンと増殖倍化時間の関係は、G・
U（致死 [NS11-A1416G 株]）àA-U（72.6 min [NS11 株]）àA⚪ ︎︎C（42.7 min [NS11-U1484C]）となる。
各部位を占める塩基の種類とともに、塩基対の結合強度（AC<GU<AU）の違いが大きく生育に影響すること
がわかった。 
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4. おわりに 
 上記の研究を通じ、16SNS11においては 3’ minor ドメインの数塩基が 50S サブユニットとの相互作用低下
を招き、これがリボソーム機能低下の主要因であるという結論が得られた。16SEcoとは 334 塩基もの違いを
有する 16SNS11が、わずか２塩基置換により 16SEcoに匹敵する増殖特性を獲得するという事実（増殖開始ま
でのラグや最終濁度に違いはあったものの）は、裏を返せば、残りの 300 余りの塩基は、実はそれほど機能
に影響しない「中立」であることを示唆している。塩基置換の大半が機能低下を招くと考えられていた過去
の知見 9-10と比べ、「二次構造を維持する」という原則の範囲内で相当程度、配列自由度があるということに
なる。今後、リボソームを徹底的に改変していく上で、重要な指針となる。今回、16SNS11について詳細な解
析をおこなったが、クローンごとに配列の相違部位は様々である。第 2 章で得た「進化系統的な限界」で得
た知見と、今回見出された「機能維持の分子基盤に関する知見」を組合せると、配列自由度はさらに拡張す
るかもしれない。 
 本章では、16SNS11 における機能上重要な残基を特定する手段として、「ドメインキメラ解析」を利用し、
その手法が 16S rRNA の機能解析・改変に有効であることも示された。16SNS11と 16SEcoとの間では 5’ドメイ
ンを置換した際に失活したものの、Central、3’ major、3’minor ドメイン置換体については機能不良に陥る
ことはなかった。このことは、16S rRNA において、ドメインという構造単位が比較的自由に組合せ可能で
あることを示唆する。第 2章までは、RINSPEX 法による改変を 16S rRNA の全長配列の置換を主体に進めて
きたが、本章で得られた知見により、ドメイン単位で置換することも有効であることが示された。本章では
野生型（大腸菌）16S rRNA 遺伝子とのバッククロス実験としておこなったが、異なるバクテリア由来の 16S 
rRNA 遺伝子同士のキメラ化にも利用可能である。ドメインキメラ解析を目的に本章で設計したドメインご
との増幅プライマーは、進化系統上、多様な分類群から 16S rRNA 遺伝子を捕捉することができ、それらの
連結も In-Fusion 法などで簡便におこなうことができる。今後、RINSPEX 法をさらに発展させ、またリボソ
ーム機能を改変・改良する上で、新たな変異手法として加えていきたい。 
 次章では、リボソームの機能を一遺伝子の翻訳活性として見るではなく、宿主に戻した際の細胞全体の表
現型という観点で研究を進めた。少数のレポーター遺伝子の活性のみでは見えなかった表現型の変化も検出
されるものと期待される。 
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第 4章 16S rRNA遺伝子置換の大腸菌表現型への影響 
 
 
キーワード：フェノタイプマイクロアレイ解析、GENIII MicroPlateTM、OmniLog、 
      階層的クラスタリング分析、主成分分析 
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Proteome
Metabolome
	notype
↓ 
28種の変異株　＋　Eco株 
↓ 
【表現型評価】 
•  増殖 
•  フェノタイプマイクロアレイ解析 
↓ 
【データ解析】 
•  階層的クラスタリング分析 
•  Eco株の表現型との比較分析 
•  主成分分析 
↓ 
16S rRNA遺伝子の置換による 
大腸菌の表現型の変化を解明 
［結果のまとめ］ 
•  機能性16S rRNAの進化系統的分類と表現型
に強い相関は見られない。 
 
•  変異株の大半がEco株よりも、糖やアミノ酸な
どの代謝活性が低下。 
 
（例外） 
•  変異株の大半がNalidixic Acid耐性を獲得。 
•  いくつかの変異株にて、D-MaltoseやPectin
の代謝活性が向上。 
•  いくつかの変異株にて、Aztreonam（抗生物
質）耐性を獲得。 
 16S rRNA 遺伝子置換は、リボソームの機能を変化させる。そして、リボソームの機能変化は、細胞内
のプロテオームを変動し、それがメタボローム、トランスクリプトーム、さらには表現型変化へとつな
がると考えられる。本章では、RINSPEX 法によって創成された 29 種の大腸菌変異株（Eco 株を含む）
についてフェノタイプマイクロアレイによる表現型解析をおこない、16S rRNA 遺伝子の置換が最終的に
大腸菌の表現型にどのように影響するかを検証した。データの解析には、トランスクリプトーム解析や
メタボローム解析等でよく使われるクラスタリング分析を用いた。 
 その結果、大半の変異株では、Eco 株に比べストレス応答の低下、糖やアミノ酸代謝活性の低下が見
られた。しかし、株によっては、抗生物質 Nalidixic Acid や Aztreonam に耐性が向上するなど、元株よ
り優れた形質をもつものが生まれうることが確認された。 
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1. はじめに 
1-1. リボソーム改変による細胞システムの変動と微生物育種 
 リボソームの機能改変は、大腸菌ゲノムにコードされている約 4,000 の遺伝子の翻訳プロファイル（プロ
テオーム）を変化させ、それがさらにトランスクリプトーム、メタボロームなど、細胞システム全体の変動
を誘導し、最終的には表現型にまで影響を及ぼすと考えられる（図 1）。リボソームの機能次第では、細胞の
もつ機能をさらに高めたり、あるいは休眠遺伝子を活性化させたり 1 するなどして、通常現れていない機能
が発揮されることも期待される。第 3章までは、16S rRNA 遺伝子の種類によって、置換された大腸菌の「生
き死に」に焦点を当ててきたが、本章では、変異株に観察される「表現型の変化」に着目する。さらにそれ
が「微生物育種技術」として適用可能であるかどうかについて検討した。特に、どのような表現型に変わり
うるのか、機能向上が起こりうるのかという二点に着目し、第 2 章で獲得した 28 の変異株および Eco 株を
材料に、フェノタイプマイクロアレイ（PM）による網羅的な表現型解析をおこなった。 
 
図 1 リボソーム改変に伴う細胞システムの変動 
 16S rRNA 遺伝子改変は、リボソームの機能を変化させ、大腸菌内遺伝子の翻訳プロファイル（プロテオーム）を変化させ、それが
さらにトランスクリプトーム、メタボロームなど、細胞システム全体の変動を誘導し、最終的にはフェノタイプにまで影響を及ぼすと
考えられる。 
 
1-2. フェノタイプマイクロアレイ解析 
 PM 解析はフェノーム解析手段のひとつであり、トランスクリプトーム解析やプロテオーム解析、メタボ
ローム解析に並ぶ、生命現象の包括的な解析・解明の一手法である。本章では、PM 解析に Biolog 社の GEN 
III MicroPlateTMを用いた。GEN III MicroP lateTMは 96 well microplate に、ネガティブコントロール、ポジ
ティブコントロール、および 94 の生化学的項目に関する試薬（糖やアミノ酸、NaCl、抗生物質など）が充
填されている（表 1）。専用の溶液（IF-A）に懸濁した菌液を各ウェルに分注し、対象の菌株の培養最適温度
で保温する。そして、各ウェルにおける細胞の呼吸活性を、テトラゾリウム色素の酸化還元反応による呈色
により評価する。OmniLog システムを用いることで、最大 50 枚のプレートのアッセイ（反応と検出）が可
能である。試験結果は、呈色の度合いを「定性的」に評価することが一般的であるが、本章では各試験項目
に対する呈色程度を「定量的」に評価し、高い解像度で変異株の表現型を評価した。 
 
2. 材料と方法 
2-1. 検体 
 第 2章で獲得した 28の変異株および Eco株に対し、GEN III MicroPlateTM による PM解析をおこなった。 
Transcriptome
Proteome
Metabolome
	noype
↓ 
  
65 
表 1 GEN III MicroPlateTMの各ウェルの試験項目 
 
2-2. PM 解析  
2-2-1. データ取得 
スケジュール 試験対象の 29 種の KT105 株に対し、繰り返し実験回数 3回（N=3）で PM 解析をおこなっ
た。測定は、OmniLog の解析プレート数の限度と作業効率の点から、5回（5 日）に分けておこなった。 
 
（1）	 Eco 株（Eco-Test1、Eco-Test2、Eco-Test3、以下同様に N=3 を個別に管理。） 
NS5 株 NS11 株 45HK 株 45BH 株 BH1 株 BH2 株 BH6 株 
 （2） NS3 株 NS4 株 NS6 株 NS7 株 HK20 株 HK21 株 
 （3） HK1 株 HK2 株 HK3 株 HK5 株 HK7 株 HK9 株 
 （4） HK10 株 HK11 株 HK16 株 HK19 株 NS10 株  
 （5） NS14 株 NS16 株 NS19 株 NS20 株 
   D-Raffinose  a-D-Glucose  D-Sorbitol 
   a-D-Lactose  D-Mannose  D-Mannitol 
 D-Maltose  D-Melibiose  D-Fructose  D-Arabitol 
 D-Trehalose  b-Methyl-D-Glucoside  D-Galactose  myo-Inositol 
 D-Cellobiose  D-Salicin  3-Methyl Glucose  Glycerol 
 Gentiobiose  N-Acetyl-D-Glucosamine  D-Fucose  D-Glucose-6-PO4 
 Sucrose  N-Acetyl-b -D-Mannosamine  L-Fucose  D-Fructose-6-PO4 
	 D-Turanose 	 N-Acetyl-D-Galactosamine 	 L-Rhamnose 	 D-Aspartic Acid 

 Stachyose 
 N-Acetyl Neuraminic Acid 
 Inosine 
 D-Serine 
 POSI  1% NaCl  1% Sodium Lactate  Troleandomycin 
 pH 6  4% NaCl  Fusidic Acid  Rifamycin SV 
 pH 5  8% NaCl  D-Serine  Minocycline 
 Gelatin  Pectin  p-Hydroxy-Phenylacetic Acid  Tween 40 
 Glycyl-L-Proline  D-Galacturonic Acid  Methyl Pyruvate  g-Amino-Butryric Acid
 L-Alanine  L-Galactonic Acid Lactone  D-Lactic Acid Methyl Ester  a-Hydroxy- Butyric Acid
 L-Arginine  D-Gluconic Acid  L-Lactic Acid  β-Hydroxy-D,L-Butyric Acid 
 L-Aspartic Acid  D-Glucuronic Acid  Citric Acid  a-Keto-Butyric Acid
 L-Glutamic Acid  Glucuronamide  a-Keto-Glutaric Acid  Acetoacetic Acid 
 L-Histidine  Mucic Acid  D-Malic Acid  Propionic Acid 
	 L-Pyroglutamic Acid 	 Quinic Acid 	 L-Malic Acid 	 Acetic Acid 

 L-Serine 
 D-Saccharic Acid 
 Bromo-Succinic Acid 
 Formic Acid 
 Lincomycin  Vancomycin  Nalidixic Acid  Aztreonam 
 Guanidine HCl  Tetrazolium Violet  Lithium Chloride  Sodium Butyrate 
 Niaproof 4  Tetrazolium Blue  Potassium Tellurite  Sodium Bromate 
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試験対象の KT105 株の準備 PM 解析の測定開始日にフレ
ッシュなコロニーを獲得できるよう、試験対象の株に対応す
る pRB105 による KT101 株の形質転換（測定開始時間の 72
時間前）、カウンターセレクション（48 時間前）、KT105 株
のストリーク（24 時間前）を計画的におこなった。また、
実験誤差を出来る限り小さく抑えるため、培地組成（同時に
同じコニカルビーカー由来の寒天プレート培地の使用）や培
養条件（温度 [37℃]、培養時間）を統一した。 
 
OmniLog による測定 PM 測定予定の株の培養終了時の 1
時間前に、GEN III MicroPlateTMと菌懸濁液の IF-A を冷蔵庫
から取り出し常温に慣らした。24 時間培養後、LB 寒天プレ
ート培地上のコロニーをスワブでつつき IF-A に懸濁し、専
用の濁度計にて濁度指数 98 に調整した。その後、GEN III 
MicroPlateTMに 100 µl ずつ分注した。そして、試験プレー
トを 37℃に保温された OmniLog にセットし、テトラゾリウ
ム色素による呈色反応（画像の一例を図 2 に示す）を、24
時間、15 分おきに測定し、定量化した。 
 
 
2-2-2. データ処理 
カイネティクスグラフ PM 解析のデータは、試験プレートごとに、ウェル番号 A01 から H12 までの 96 の
試験項目（横方向）に対する、15 分ごとの呈色強度が縦方向に並んだ CSV 形式で取得できる（図 3A）。カ
イネティクスグラフの作成は、オープンソースの統計解析ソフトウェアである R の grofit パッケージ 2を利
用した（図 3B）。なお、それぞれのカイネティクスグラフの傾き（mu 値）、最大値（A 値）、面積（integral
値）も grofit パッケージ 2によって与えられる（図 3E）。 
 
繰り返し実験の再現性評価 繰り返し実験 3回の再現性を評価するため、まず、カイネティクスグラフに用
いたのデータの相関係数（1回目と 2回目、2回目と 3回目、3回目と 1回目の総当たり）と回帰直線の傾き
を算出した（エクセル：CORREL 関数、SLOPE 関数）（図 3C）。次に、算出されたカイネティクスグラフの
相関係数と回帰直線の傾きの、全株、全試験における観測頻度に関するヒストグラムを作成した（図 3D）。
各株の各試験における mu 値、A 値、integral 値について、繰り返し実験 3 回分の平均値と標準偏差を求め、
誤差率（標準偏差／平均値）を算出した（図 3F）。さらに、それぞれの誤差率を統合し（図 3G）、誤差率の
観測頻度をヒストグラムとして表した（図 3H）。試験項目間の誤差率は、試験項目別に各株の誤差率を平均
化することで算出した（図 3I）。KT105 株間の誤差率は、株別に各試験項目の誤差率を平均化することで算
出した（図 3J）。 
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階層的クラスタリング分析 PM 解析結果の全容を俯瞰するため、繰り返し実験間で最も誤差率が低い A 値
を用い、ユークリッド距離（Euclid distance）による階層的クラスタリング分析をおこなった。R、gplots
パッケージ 3の heatmap.2 によりヒートマップおよびデンドログラムとして描写した（図 4）。数値が小さい
ほど濃い青色、大きいほど赤色、中間は白色で示した。 
 クラスター内外の各株の 96 の試験項目結果（A 値）に関する相関図行列および相関係数は、R の pairs 関
数を用いて導いた（図 5）。相関係数は、0.95 以上の場合、赤文字で記載した（図 5）。 
 
その他のデータ解析 ヒストグラムの作成には、R、psych パッケージ 5の multi.hist 関数を用いた。主成分
分析には、R、prcomp パッケージ 6-8を利用した。 
 
2-3. 生育速度の測定 
 LB 寒天プレート培地（Tmp, Km, 5% sucrose）上のコロニーを 4つずつ、それぞれ 600 µl の LB 培地（Tmp, 
Km）で培養した（96 deepwell plate, 37℃、24 h）。その前培養 0.7 µl を、37℃に温められた 200 µl の LB
培地（Tmp, Km）に植菌し、VersaMax plate reader を用い、37℃で振盪しながら、15 分ごとに OD600を測
定した。各株の増殖倍化時間（DT）は、独立クローン 4つのそれぞれの増殖曲線から算出された値の平均値
である。 
 
3. 結果と考察 
3-1. 取得データの信頼度の確認 
 Biolog 社の GEN III MicroPlateTMを用い、28 種の異種 16S rRNA 遺伝子による置換変異株と Eco 株の PM
解析をおこなった。これらの菌体の希釈液を種々の試薬の充填された 96 ウェルに分注し、その条件下での大
腸菌の呼吸活性をテトラゾリウム色素の呈色を指標にリアルタイムに計測した。獲得されたデータ（図 3A）
は、R の grofit パッケージ 2によって、株別、試験項目別にカイネティクスグラフを作成した（図 3B）。一株
につき同一の測定を 3回繰り返したが、得られたデータセットは独立に扱った。 
 各株 3 回の繰り返し実験におけるカイネティクスグラフ間の相関係数は、全株、全試験を通し 0.9 から 1
の間、回帰直線の傾きは 1 ± 0.2 に集中していることから（図 3D）、いずれの株、いずれの試験項目におい
ても、高い再現性が認められた。また、全株の全試験のカイネティクスグラフにおける、傾き（mu 値）、最
大値（A 値）、面積（integral 値）それぞれの繰り返し実験での誤差率（図 3E）の比較から、最も誤差率が低
い（最も再現性が高い）数値は、A 値であることがわかった（図 3H）。また、96 の試験項目別、29 の株別
に誤差率を見ても、大半の場合において A 値の誤差率が最も低いことが認められた（図 3I, J）。 
 そこで、今後の解析では、最大値（A 値）を試験結果として利用することとした。 
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Time (min)   A01   A02   A03   A04   A05   A06   A07   A08   A09   A10   A11   A12   B01   B02
0 41 88 29 41 29 32 34 35 35 40 51 59 43 35
15 40 87 28 39 30 31 34 32 33 39 49 60 43 35
30 40 87 30 40 29 31 34 34 33 42 52 61 40 35
45 40 88 31 39 30 31 33 33 33 42 52 64 44 35
60 42 83 29 38 30 30 31 31 33 44 54 62 43 34
75 42 84 31 36 28 30 33 32 33 43 55 64 43 34
90 42 84 33 39 31 33 36 33 32 47 56 66 44 36
105 40 81 32 37 33 33 36 34 35 52 61 68 42 33
120 45 85 34 40 34 34 35 35 33 55 63 67 45 34
135 43 83 35 38 32 35 37 35 34 60 67 70 45 36
150 46 82 31 39 33 34 36 34 34 68 74 70 44 37
165 47 84 39 41 36 35 39 37 35 74 78 72 44 39
180 48 83 38 41 39 38 40 35 39 80 84 74 47 40
195 47 82 38 40 35 41 39 37 37 90 90 75 47 43
210 48 85 42 43 38 45 41 38 40 98 100 80 49 47
225 49 82 43 44 40 48 42 39 40 107 108 81 51 48
240 52 85 47 47 40 53 43 38 41 118 114 84 52 52
255 54 87 51 49 44 63 47 43 44 130 126 89 55 58
270 53 86 50 50 42 63 46 41 41 135 129 90 53 55
  H04   H05   H06   H07   H08   H09   H10   H11   H12
45 52 33 34 31 30 57 54 51
40 46 31 32 29 28 56 54 51
43 40 32 34 30 30 54 52 50
43 41 33 34 30 30 55 50 50
41 39 33 33 30 28 56 49 50
42 38 33 33 29 29 55 47 53
44 41 35 35 33 30 59 49 51
41 40 33 35 33 30 59 50 52
44 41 36 35 31 30 64 50 52
45 40 34 36 34 29 67 50 54
44 39 36 36 33 30 72 49 52
46 42 37 38 36 32 83 53 53
46 42 39 40 37 33 97 51 54
45 41 37 38 35 29 108 52 53
48 42 42 40 38 34 124 56 55
48 44 43 42 38 34 130 57 56
51 47 43 43 42 37 140 59 57
2790 63 257 106 187 61 76 65 71 70 308 300 170 238 124 181
2805 66 261 109 190 62 82 65 76 71 311 302 175 239 127 184
2820 65 257 105 188 60 79 66 73 72 309 300 173 238 126 183
2835 66 258 107 188 60 78 65 72 73 307 301 174 238 125 182
2850 64 257 107 189 60 78 65 73 71 308 301 173 237 124 181
86 231 181 211 126 24 263 113 185 231 77
89 231 182 212 129 246 264 115 188 2 1 78
91 231 185 214 131 246 263 116 187 231 77
92 233 187 2 5 130 24 265 114 1 8 232 78
87 230 182 214 126 244 262 112 185 231 74
89 232 186 214 129 249 263 116 188 233 79
90 230 187 214 128 245 263 114 186 232 77
89 231 186 215 128 247 264 114 186 232 77
90 232 188 212 126 245 263 114 186 234 76
～ 
～
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! 	#grofit$ 
BH1   A01   A02   A03   A04   A05   A06   A07   A08   A09   A10   A11   A12   B01   B02   B03   B04   B05   B06   B07   B08
Test1:Test2 0.93 1 0.99 1 0.96 0.96 0.97 0.98 0.98 1 1 1 1 0.99 1 0.99 0.99 1 1 0.98
Test2:Test3 0.96 1 0.96 1 0.98 0.96 0.99 0.99 0.99 1 1 1 1 0.99 0.99 0.98 0.98 0.98 1 0.99
Test3:Test1 0.95 0.99 0.96 1 0.97 0.97 0.97 0.98 0.97 1 1 1 1 0.98 1 1 0.98 0.98 1 0.98
BH2   A01   A02   A03   A04   A05   A06   A07   A08   A09   A10   A11   A12   B01   B02   B03   B04   B05   B06   B07   B08
Test1:Test2 0.9 1 0.97 1 0.91 0.91 0.96 0.95 0.95 1 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.96 0.98 1 0.95
Test2:Test3 0.61 1 0.97 1 0.69 0.83 0.88 0.9 0.76 1 1 0.99 0.99 0.97 0.99 1 0.89 0.99 1 0.83
Test3:Test1 0.64 1 0.96 1 0.73 0.83 0.9 0.91 0.79 1 1 0.98 1 0.98 0.99 0.98 0.89 0.99 1 0.84
BH6   A01   A02   A03   A04   A05   A06   A07   A08   A09   A10   A11   A12   B01   B02   B03   B04   B05   B06   B07   B08
Test1:Test2 0.92 0.99 0.96 0.99 0.93 0.92 0.97 0.93 0.95 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98 0.98 1 0.97 0.99 0.98 0.94
Test2:Test3 0.94 0.99 1 1 0.99 0.98 0.98 0.97 0.99 1 1 1 1 1 1 0.98 0.95 1 1 0.97
Test3:Test1 0.93 0.98 0.96 0.99 0.91 0.87 0.96 0.87 0.92 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.99 0.95 0.98 0.98 0.91
  H05   H06   H07   H08   H09   H10   H1   H12
1 0.98 1 1 0.98 0.9 0.99 0.95
0.98 0.98 1 1 0.98 0.99 0.99 0.98
0.9 0.98 1 1 0.9 0.94 0.99 0.97
  H05   H06   H07   H08   H09  H10   H1  H12
0.9 0.97 1 1 0.91 0.76 0.99 0.74
0.99 0.95 1 1 0.89 0.87 0.99 0.87
0.99 0.95 1 1 0.94 0.9 1 7
  H05   H06   H07   H08   H09  H10   H1  H12
0.9 0.94 0.97 0.95 0.97 0.72 0.98 0.95
0.9 0.97 1 1 0.9 0.99 1 0.98
0.97 0.94 0.97 0.96 0.9 0.78 0.99 0.95
～ 
96%
(C)
("(N=3)$!)	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図 3 PM 解析の再現性の検証 
 (A) 生データの一部（例として BH1 株-Test1）。(B) grofit によるカイネティクスグラフ化の一部（例として BH1 株-Test1）。(C) 繰
り返し実験におけるカイネティクスグラフの総当たり相関係数（例として BH1 株-Test1）。(D) 各株におけるカイネティクスグラフの
相関係数および回帰直線の傾き（N=3）の観測頻度のヒストグラム。(E) カイネティクスグラフからのmu値、A値、integral 値の抽出
（例として BH1 株-Test1）。(F) mu 値、A値、integral 値の平均値・標準偏差・誤差率の算出（例として BH1 株-Test1）。(G) 29 種の
KT105 株における誤差率。(H) 全株・全試験における、誤差率（N=3）の観測頻度のヒストグラム。(I) 試験項目別の誤差率。(J) KT105
株別の誤差率。PM解析により得られたデータ（A）は、grofit によりカイネティクスグラフを作成し（B）、繰り返し実験 1回目と 2回
目、2 回目と 3 回目、3 回目と 1 回目のカイネティクスグラフの相関係数と回帰直線の傾きを検証した（C,D,E）。また、カイネティク
スグラフから抽出された傾き（mu値）、最大値（A値）、面積（integaral 値）（E,F）の再現性を、誤差率を指標に比較した（GHIF）。 
 
3-2. PM 解析結果によるクラスタリングと生育速度および進化分子系統関係の関連 
 再現性が最も高い A 値を利用し、29 種の株における 96 の試験結果の階層的クラスタリング分析をおこな
い、結果をヒートマップと株・試験双方に対するデンドログラムとして示した（図 4）。その結果、29 種の
KT105 株はクラスターA～E の 5 つに、96 の試験は、1～6 群にクラスタリングされた（図 4）。 
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図 4 PM 解析結果のヒートマップ 
 PM 解析結果（A値）のユークリッド距離による階層的クラスタリング分析をおこなった。R、gplots パッケージ 3の heatmap.2 によ
りヒートマップおよびデンドログラムとして描写した。数値が小さいほど濃い青色、大きいほど赤色、中間は白色で示した。 
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 同一クラスターに属する株の 96 の試験結果（A 値）を、総当たりで相関解析したところ、2つの株のみで
構成されるクラスターA の NS14 株と HK2 株、そしてクラスターB の NS5 株とその他の株について、それ
以外の組合せと比較して低い相関係数を示した（図 5）。クラスターAのNS14株とHK2株の相関係数は 0.835
であった。ただし、NS14 株と HK2 株では、A 値が低い（活性がない、あるいは低い）試験項目の結果（相
関図の左下隅周辺）では比較的相関が高いことが認められ、相関係数の低下は A 値が 100 以上の試験項目の
結果に起因することが確認された（図 5A）。一方、クラスターB における NS5 株とその他の株との相関では、
A 値が 100 以下（相関図の左下隅周辺）および 200～220 以上（相関図の右上隅周辺）の試験項目において
は相関が認められた（図 5B）。 
 クラスター間の PM 解析結果の相関についても検証した。各クラスターの代表株（図 5A-5E における最も
上位に位置する株）同士の PM 解析結果の相関解析では、クラスターを共有する株同士の相関が比較的低か
ったクラスターA の NS14 株についても、クラスターB の NS5 株についても、クラスター内の株との相関係
数より高いことはなかった（図 5）。つまり、クラスターによって、クラスターを共有する株の PM 試験結果
の相関の程度にバラツキが見られるが、異なるクラスターに帰属される株との相関よりは、最低でも 0.015
以上高いことが分かり、29 種の株の中では試験結果が類似した株とクラスターを構成していると確認するこ
とができた。 
 Eco 株はクラスターC に含まれる（図 4、図 5C）が、このクラスターには、その他に BH1 株、BH2 株、
BH6 株、45BH 株、45HK 株が含まれる（図 4、図 5C）。クラスターC はその他のクラスターに比べ、クラス
ター内の株間の試験結果が互いによく相関し（相関係数 0.97 以上、図 5）、また 16S rRNA 遺伝子の進化系
統関係および生育速度の点でも、他のクラスターと比較して、より類似していることがわかった（図 6）。ク
ラスターC の相関図行列から、相関係数の最高は Eco 株と BH2 株の間の 0.994 であり、最低でも BH6 株と
BH1 株の間の 0.97 であった（図 5C）。以上、16S rRNA 遺伝子が大腸菌に近縁であるならば、KT105 株の
PM 解析の結果も類似することがわかった。 
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図 5 PM 解析結果（A値）による相関図行列 
 (A) クラスターA。(B) クラスターB。(C) クラスターC。(D) クラスターD 。(E) クラスターE。(F)クラスターA～Eの代表株を使用。 
 クラスターを共にする、あるいは異なるクラスターの KT105 株の PM 解析結果（96 の試験結果 [A 値]）を、総当たりで相関解析し
た。相関図行列および相関係数は、Rの pairs 関数を用いて導いた。相関係数は、0.95 以上の場合を赤文字で記載した。 
 
 一方、クラスターC 以外については、クラスターを共にする 16S rRNA 遺伝子同士が、必ずしも進化系統
的に近縁であるとは限らなかった（図 6）。クラスターA については、HK2 株の 16S rRNA 遺伝子は大腸菌と
同じガンマプロテオバクテリア綱に由来し、NS14 株の機能性 16S rRNA 遺伝子は別綱のベータプロテオバ
クテリア綱に由来する。クラスターB については、8つの 16S rRNA 遺伝子の由来は、ガンマプロテオバク
テリア綱、ベータプロテオバクテリア綱、アシドバクテリア門と、多様な系統群にまたがっていた。クラス
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ターD については、5つの 16S rRNA 遺伝子すべてがベータプロテオバクテリア綱に由来するが、進化系統
的には 2つのグループに分かれた（図 6）。クラスターE の 8 つの 16S rRNA 遺伝子では、クラスターB 同様、
進化系統樹上の位置はバラついていた（図 6）。 
 KT105 株の生育速度と PM 解析結果の関係については、前述のとおり、Eco 株を含むクラスターC では、
帰属される株の生育速度が比較的速いものが集合している（図 6）。しかし、それよりも生育速度が類似した
株の集合体であるクラスターが、クラスターD である。クラスターC では、第 2章で競合実験の末に獲得さ
れ、Eco 株の生育速度（40.2 min）よりも生育速度が速い 45BH 株（35.0 min）と 45HK 株（38.6 min）の
ほか、比較的生育速度が速い BH2 株（61.1 min）および BH6 株（66.7 min）を含む（図 6）。しかし、16S rRNA
遺伝子の配列相同性では、BH2 株および BH6 株の遺伝子間で 99%を超えるが、生育速度が 84.7 min と低い
BH6 株も含まれる（図 6）。一方、クラスターD では、5つの株の生育速度は、49.0 min（HK7 株）から 61.6 
min（HK11 株）の間に収まり、生育速度がクラスターC よりも類似した（図 6）。クラスターC、D 以外では、
生育速度の類似性は認められなかった（図 6）。 
 クラスターA～E の各試験項目群に対する A 値の平均値を図 7に示した。ここから、階層的クラスタリン
グ分析により見出された 96 の試験項目の 1から 6 群に属する試験項目における、各クラスターに帰属され
る KT105 株の呼吸活性の傾向を比較すると、強度の程度の差があるが、クラスターA と B、そしてクラスタ
ーC、D、E はグラフ形状が類似していた（図 7）。具体的なその両者の違いは、試験項目 3群と 6 群に顕著
であり、クラスターA と B に関して、その群の活性が低くなっていることが認められた（図 7）。 
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図 6 KT105 株の機能性 16S 
rRNA 遺伝子による進化系統
的関係と PM解析結果および
生育速度の関係 
 第 2 章図 3の系統樹に、各株の PM
解析結果に関する R、gplots パッケー
ジ 3による階層的クラスタリング分
析によって帰属されたクラスター
（赤：クラスターA、緑：クラスター
B、青：クラスターC、黄：クラスタ
ーD、橙：クラスターE）を示した。
また、各株の名称の右に表記した数値
は、生育速度を示す。LB培地で前培
養した菌液 0.7 µl を、37℃に温めら
れた 200 µl の LB 培地（Tmp, Km）
に植菌し、VersaMax plate reader を
用い、37℃で振盪しながら、15 分ご
とに OD600を測定し、増殖曲線から算
出した（N=4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 試験項目群別の各クラスターの
PM解析 
 試験項目群別の各クラスターの PM 解析結果
の平均値を算出しグラフ化した。横軸の数字は、
各株の PM 解析結果に関する R、gplots パッケ
ージ 3 による階層的クラスタリング分析による
試験項目群 1～6 に対応している。縦軸は、PM
解析の A値である。 
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 Methylibium sp. DR10(FJ464985)
 Methylibium sp. W125(AB162105)
 HK5(LC093146)
 HK9(LC093148)
 Rubrivivax gelatinosus(JX049412)
 NS6(LC093158)
 HK20(LC093154)
 Leptothrix sp. PN15D(AB480711)
 NS19(LC093163)
 NS4(LC093157)
 NS14(LC093161)
 NS10(LC093160)
 NS20(LC093164)
 HK2(LC093143)
 NS3(LC093156)
 Xanthomonadaceae bacterium Ellin7015(AY673181)
 Rudaea sp. B0.10-151(JX458397)
 45HK(LC093168)
 Eco(CP009685)
 BH6(LC093141)
 45BH(LC093167)
 Edwardsiella tarda(CP011359)
 BH1(LC093139)
 BH2(LC093140)
 Acidobacteria bacterium IGE-010(GU187031)
 NS5(LC093165)
 NS11(LC093166)
 Holophaga sp. WY42(KC921174)
 Acidobacteria bacterium WY67(KC921177)
 Haloarcula argentinensis DSM 12282(EF645681)
100
56
57
74
100
100
100
84
88
95
93
100
98
100
100
100
99
99
100
62
100
99
100
100
75
91
80
100
99
59
75
98
100
100
54
62
100
100
49
25
43
86
100
54
27
74
61.6$±$0.8$min$
55.0$±$2.5$min$
52.3$±$0.6$min$
49.0$±$0.6$min$
$
59.1$±$0.8$min$
$
$
75.3$±$0.5$min$
$
58.8$±$0.4$min$
$
$
98.3$±$10.7$min$
58.7$±$4.0$min$
$
87.2$±$0.2$
$
$
$
58.8$±$0.4$
61.1$±$0.8$
$
78.5$±$3.3$
47.8$±$0.7$
$
51.5$±$2.3$
63.3$±$0.0$
193.0$±$2.3$
103.0$±$2.3$
87.8$±$2.0$
86.7$±$5.5$
103.0$±$0.5$
$
$
38.6$±$1.5$
40.2$±$1.2$
66.7$±$1.9$
35.0$±$0.8$
$
84.7$±$4.1$
61.1$±$1.3$
$
147.2$±$8.7$
72.6$±$1.9
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3-3. Eco 株との比較分析 
3-3-1. クラスター別の 96 の試験結果 
 29 種の KT105 株の 96 の試験項目の測定結果（A 値）を図 8に示した。1列目には、96 の試験項目に対応
する GEN III MicroPlateTMでのウェル番号を、1行目には 29 種の KT105 株を 3-2 で導いたクラスターごと
に配置している。1列目の 96 種の試験項目は、Eco 株の A 値を基準に、大きい値から小さい値の試験項目順
に整列している。A 値が大きい程赤色に、小さいほど青色に、そして中間では白色に表示している。 
 図 8 から、クラスターC に含まれる KT105 株はいずれも、他のクラスターより、A 値が高い試験が多く見
られる傾向が認められた。また、クラスターC に帰属される KT105 株は、96 の試験項目全般 Eco 株の結果
とよく類似し、図 8 の上の列から下の列に向かうにつれ、いずれの株でも値が小さくなっている（赤à白à
青）が、その他のクラスターでは、試験項目によっては値が極端に低くなっていたり、赤と青の行が入り混
じっていたりした（図 8）。Eco 株（およびクラスターC に帰属される KT105 株）に比べ、試験項目によっ
ては活性が明らかに低下、または失活しているものがあることを意味している。 
 
3-3-2. A 値の変化が大きい試験項目（20 種）における A値の観測頻度 
 Eco 株の A 値との差が 150 以上の試験項目 20 種を抽出した。それらの試験項目に対し、各株の A 値の分
布をヒストグラムとして示した（図 9）。その結果、Eco 株の A 値は、20 種の試験項目の大半において、最
も高い部分にあり、その他の株の A 値の分布は試験項目によって様々であった（図 9）。例えば、D10
（Troleandomycin）のように、ほとんどの株が Eco 株と同様の高い A 値を示し、少数の株のみが低い値を
示したり、F09（D-Saccharic Acid）のように、Eco 株の A 値に近づくほどに株数が多くなる場合であった
り、E03（L-Alanine）のように二山型に分布する場合であったり、G09（Bromo-Succinic Acid）や C09（Inosine）
のように、正規分布型に分布する場合であったり、様々であった（図 9）。 
 
3-3-3. Eco 株よりも高い A値を示す株の抽出 
 96 の試験項目の大半において、16S rRNA 遺伝子置換株は Eco 株よりも低い A 値を示したが、試験項目と
株の組合せによっては、Eco 株よりも高い A 値を示す株も見出された。Eco 株よりも 50 以上高い A 値を示
した試験項目は、A03（D-Maltose）、H10（Aztreonam）、G10（Nalidixic Acid）、F01（Pectin）の 4 つで
あった。これらの 4 つの試験項目について、各株における A 値の分布を、ヒストグラムで示した（図 10）。
A03 と F01 については、約半数の株が Eco 株よりも高い A 値を示し（図 10）、H10 と G10 においては、半
数以上の株が、Eco 株よりも A 値が高かった（図 10）。4 つの試験項目の Eco 株の A 値は、G10 を除き、低
活性であった（図 10）ことを考えると、G10 以外の 3つの試験項目に関しては、Eco 株に備わっていない新
たな機能（表現型）を獲得したと言える。 
 以上、Eco 株との A 値の比較分析により、階層的クラスタリング分析では見えづらかった Eco 株の A 値に
対し変化が大きい試験項目を抽出できた。GEN III MicroPlateTMの試験では、大半が Eco 株よりも代謝活性、
あるいはストレス応答が低下したことが認められた。一方、少数ではあるが、Eco 株よりもそれらが向上し
た場合も認められた。16S rRNA 遺伝子の置換が、大腸菌のリボソームの機能改変を通じ、細胞の潜在的な
機能をさらに高めたり、本来持たない機能を付与したりするといった効果を実際に観察できたと言える。 
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図 8 PM 解析結果（A値）：96 の試験項目を Eco 株における高活性順に整列 
 29 種の KT105 株の 96 の試験のおける、呈色強度の測定結果（A値）を示した。1列目には、96 の試験に対応する GEN III MicroPlateTM
での配置番号を、1行目には試験対象の 29 種の KT105 株を 4-2 で導いたクラスターごとに配置している。1列目の 96 種の試験は、Eco
株の A 値を基準に、大きい値から小さい値の試験順に整列している。また、A 値が大きい程赤色に、小さいほど青色に、そして中間で
は白色に表示している。 
NS14 HK2 NS5 NS20 NS16 NS19 NS3 HK20 NS10 NS4 BH6 45BH BH1 45HK Eco BH2 HK1 HK3 HK7 HK9 HK5 HK16 NS7 NS6 NS11 HK19 HK21 HK11 HK10
E12 143 238 254 260 263 260 265 266 260 252 277 287 288 288 284 287 266 267 271 268 270 268 266 271 281 272 278 273 274
A10 105 165 250 239 259 245 259 261 245 237 281 290 287 282 281 279 260 262 267 269 270 266 267 264 277 270 277 269 265
A11 91 143 203 157 226 196 237 214 177 172 275 283 285 281 278 279 247 253 257 254 260 230 239 258 271 259 269 261 260
F10 84 195 238 234 244 232 246 250 233 237 268 280 278 277 274 275 258 261 263 264 266 261 257 261 271 265 269 263 262
D11 144 210 246 234 251 239 258 260 242 234 268 281 278 275 271 277 262 264 265 261 263 261 253 258 269 270 267 269 273
B10 193 212 233 231 245 238 250 234 229 226 265 272 277 272 269 269 251 254 261 262 264 244 240 249 260 258 253 253 253
C10 142 182 184 180 237 218 249 227 196 203 256 268 270 267 268 263 249 253 257 255 255 218 241 253 266 254 257 256 257
D10 65 74 187 120 215 174 194 200 142 138 256 276 273 274 268 272 257 262 266 261 263 258 232 252 269 267 262 266 268
E10 78 92 217 184 229 178 197 220 191 174 252 263 267 264 258 262 256 256 258 259 260 257 229 246 254 264 257 262 260
D06 225 169 234 238 242 247 239 248 250 250 260 263 264 259 256 260 246 249 249 235 245 254 247 249 257 259 248 259 261
D07 219 133 232 233 240 239 241 249 245 246 255 265 262 255 256 255 246 245 247 239 244 251 243 245 253 253 249 254 255
E11 159 205 220 223 227 222 236 231 217 220 240 249 259 257 255 259 227 226 231 238 232 228 231 235 226 231 231 228 227
C11 83 92 110 177 210 180 201 169 189 179 240 260 262 254 254 262 220 233 239 227 235 207 193 219 171 240 237 235 246
G11 192 198 235 218 237 221 235 230 226 229 247 255 256 250 253 250 234 233 236 239 241 231 235 231 244 235 245 239 235
F05 111 108 136 166 208 207 204 221 201 212 227 239 235 246 251 249 225 227 231 226 228 235 230 227 239 238 239 238 241
B11 226 205 228 221 247 247 244 231 183 221 253 256 254 259 250 248 244 243 244 239 245 149 231 244 247 239 243 250 250
G04 86 86 139 141 157 169 181 155 183 169 245 253 256 260 247 254 196 202 215 204 216 218 191 194 232 234 217 229 233
C08 48 54 101 108 154 124 175 164 144 166 243 244 248 253 245 247 198 214 222 217 223 218 196 215 230 231 224 229 230
D05 86 63 138 145 167 181 192 185 194 186 244 248 252 257 243 249 201 213 222 219 227 212 211 217 222 227 230 227 230
B01 53 53 74 97 124 105 186 140 133 158 247 249 242 250 243 243 154 181 196 175 185 167 213 213 192 216 238 222 230
F06 123 99 170 184 220 180 221 219 207 218 239 245 241 242 240 239 195 202 202 151 171 236 229 230 247 227 214 244 249
E05 64 72 104 138 159 159 172 159 182 162 243 246 249 256 239 249 200 209 222 220 228 223 196 204 202 238 220 232 233
H08 75 75 77 117 157 127 176 158 145 163 242 247 250 256 239 249 188 201 210 205 213 204 185 206 210 221 222 214 220
G08 76 68 115 145 164 171 170 172 185 171 243 245 249 255 239 249 205 211 225 213 230 222 196 197 195 238 225 234 234
G07 74 59 99 121 150 152 169 161 171 164 242 250 250 253 239 251 192 198 210 202 212 208 191 197 199 232 220 224 229
E02 104 80 78 138 158 163 186 155 173 162 245 241 235 250 238 242 186 185 209 184 197 187 188 185 192 217 213 221 224
F07 65 65 107 138 189 158 186 164 202 182 240 241 243 246 235 236 218 230 234 231 233 235 226 225 235 247 241 247 249
A02 108 92 183 171 169 179 197 206 196 204 249 242 246 242 232 239 160 169 162 173 179 218 220 219 226 203 220 203 209
F02 120 105 129 174 202 195 204 228 203 217 217 214 216 222 230 230 169 174 197 176 181 217 225 212 221 219 227 213 213
G06 88 102 136 140 162 172 186 182 184 178 236 240 237 240 229 239 159 178 188 184 191 202 197 202 206 217 207 213 216
F09 44 47 85 82 131 95 131 115 123 112 232 241 241 242 229 237 173 188 204 189 203 204 158 178 189 223 208 219 225
D01 119 111 160 161 164 174 185 141 173 155 225 224 234 241 228 232 183 181 180 174 177 170 163 166 202 188 193 192 190
E09 198 170 162 213 217 223 225 232 232 231 234 243 243 243 225 234 227 225 229 228 228 237 234 236 241 241 237 241 242
C04 137 131 182 188 182 192 194 210 209 201 207 217 219 229 224 213 188 189 192 193 191 219 199 201 209 201 207 201 203
B12 82 76 87 93 145 134 76 89 100 81 232 219 219 218 222 228 136 165 201 156 183 82 113 118 157 138 197 201 183
F03 114 134 139 191 209 209 220 227 219 219 223 225 233 237 220 230 210 217 220 217 223 233 227 230 238 229 233 230 229
C09 77 67 66 111 121 133 141 115 137 128 214 213 225 238 219 229 151 160 173 165 179 159 150 170 177 180 176 178 186
G02 132 89 135 141 150 158 189 189 125 183 220 214 201 181 212 220 176 176 176 169 178 171 198 193 211 193 207 191 193
D09 130 93 95 173 172 186 213 223 214 222 201 220 229 228 212 220 215 224 229 229 232 234 233 235 242 209 238 204 212
G09 63 54 67 106 124 127 140 119 133 131 207 212 217 225 211 220 169 173 188 174 189 166 152 165 159 193 189 148 71
E03 72 40 72 115 119 143 111 141 134 123 214 212 206 214 205 202 127 141 182 144 159 203 150 159 129 218 173 213 218
F04 189 116 179 190 188 199 174 222 202 200 186 218 197 197 204 211 155 158 186 156 156 220 197 199 192 210 193 213 218
C02 87 80 141 150 169 180 181 185 183 186 200 186 200 213 202 190 198 199 190 187 190 199 205 208 192 196 214 204 205
C07 54 49 116 150 176 163 177 186 178 187 183 194 191 209 196 190 169 170 164 179 174 188 191 195 188 181 183 188 189
B07 48 54 97 91 113 114 150 140 128 138 208 206 205 215 189 196 116 135 127 151 160 165 164 177 170 179 185 158 158
H11 156 210 103 132 181 171 204 172 179 172 188 181 202 203 181 182 197 209 205 235 228 157 173 187 163 176 186 178 189
H07 58 66 75 62 52 81 89 89 61 71 190 188 181 192 176 186 70 72 75 65 75 67 76 97 92 71 87 74 80
A04 53 102 114 127 147 136 169 140 160 149 209 173 181 215 176 177 177 179 174 172 180 185 190 200 183 195 192 194 193
G10 162 110 221 222 214 210 209 198 217 186 222 192 95 180 175 174 189 216 216 206 222 209 213 207 204 223 209 225 230
H03 62 68 108 58 64 79 90 97 78 79 168 181 169 162 174 185 86 88 100 69 75 123 85 108 101 114 109 125 136
C03 147 124 154 136 140 141 186 159 154 167 161 146 170 186 173 148 146 146 141 138 148 158 167 175 158 147 163 156 158
B03 60 63 95 132 149 155 168 169 161 165 171 166 172 188 159 165 163 165 155 160 164 163 180 184 180 169 176 173 175
B09 120 106 121 140 142 151 162 165 158 165 172 158 162 184 156 160 143 149 138 150 153 153 171 176 169 155 167 162 158
A12 83 90 95 106 103 105 105 100 101 96 150 157 157 161 154 151 114 129 129 131 138 104 118 129 153 100 141 116 109
C06 64 73 83 95 102 104 120 112 109 115 148 160 156 161 154 151 104 109 112 106 117 123 129 128 147 126 146 133 136
B06 126 161 131 120 120 125 155 155 139 152 152 136 153 170 153 140 130 129 117 123 134 128 153 155 144 125 149 132 126
G12 73 66 75 73 67 78 76 118 76 85 180 134 126 140 151 130 70 76 77 75 79 130 118 138 83 117 97 81 84
B04 40 34 63 59 78 72 98 75 66 73 178 164 155 173 145 153 65 86 92 93 104 71 93 111 110 129 116 128 127
D12 95 91 99 101 93 99 92 99 99 94 108 112 142 123 143 158 109 120 130 119 146 109 105 124 105 134 124 130 130
D02 136 114 146 136 125 136 164 127 153 140 157 134 147 168 140 140 132 134 130 132 130 131 129 127 140 137 141 147 144
H05 57 49 88 55 53 69 73 79 58 63 165 134 153 156 133 151 69 75 86 68 88 72 78 98 107 87 81 97 103
H10 77 66 144 87 101 107 88 166 109 142 118 174 139 180 130 145 113 149 158 187 205 191 209 219 184 194 218 166 176
E06 65 59 94 101 114 130 145 148 133 121 165 145 138 135 130 138 121 126 126 139 141 180 159 173 158 162 155 160 167
C01 135 123 144 128 123 132 145 151 142 145 146 124 139 145 129 127 128 126 122 113 117 139 144 141 133 133 134 139 140
H06 77 69 91 100 107 106 114 132 99 101 165 130 136 150 125 137 97 108 109 89 95 140 122 134 121 134 109 146 151
B02 129 120 133 110 110 122 148 150 124 140 129 107 120 134 114 108 117 114 103 105 110 108 144 139 117 109 125 119 115
H01 69 63 92 68 61 83 107 92 78 82 99 93 98 116 103 114 81 87 86 77 77 93 93 94 104 78 91 84 91
A03 36 66 92 156 164 174 121 197 157 167 147 115 107 109 100 102 71 76 102 84 78 145 152 155 98 144 110 155 149
H09 48 41 51 46 43 57 70 68 50 56 109 112 94 115 95 110 57 60 63 57 57 54 65 86 106 58 76 61 67
H02 68 60 87 64 59 75 85 82 67 71 92 90 87 107 92 96 70 74 78 68 69 72 81 88 94 75 79 80 84
G03 52 45 79 57 57 78 79 63 68 53 92 100 86 102 92 96 52 55 64 47 50 83 59 70 97 74 69 90 100
C05 57 54 75 68 64 74 94 82 98 79 100 101 98 106 90 89 71 73 74 71 78 74 90 91 103 81 84 86 86
F01 64 67 93 72 57 76 111 68 68 71 122 139 121 137 89 132 87 99 109 95 96 67 69 88 149 66 100 63 64
H12 78 76 79 73 69 79 87 84 73 79 71 72 80 93 80 80 83 85 88 83 87 71 80 89 85 77 78 81 83
H04 58 50 72 54 50 66 75 69 55 62 88 79 81 111 79 94 61 64 69 57 62 59 70 79 89 63 65 68 72
C12 78 79 80 84 69 92 77 82 79 77 75 72 80 91 77 76 73 84 83 80 90 80 81 91 89 81 75 77 73
A06 48 48 59 55 46 54 73 64 58 63 80 83 84 90 74 69 52 61 62 62 69 64 72 77 86 65 69 69 68
G01 59 50 65 55 51 65 70 71 57 57 73 68 66 82 73 76 60 62 66 55 57 60 66 72 76 66 65 70 74
E07 48 43 53 55 50 66 69 65 57 54 85 78 72 92 71 76 58 62 64 56 59 69 64 74 82 64 59 70 76
E01 59 51 66 59 51 65 67 69 59 61 83 72 69 80 71 72 64 65 71 59 65 64 68 73 73 65 70 68 68
A01 56 52 64 63 54 63 61 63 60 57 89 75 71 77 70 68 50 54 59 53 58 61 89 68 68 66 64 66 63
G05 49 45 62 48 42 61 66 60 49 52 80 66 67 84 66 69 52 56 60 50 54 50 57 68 75 59 58 63 68
A09 44 48 58 55 46 56 70 62 54 58 90 71 72 77 64 64 47 55 55 51 59 60 66 70 75 57 61 60 60
E04 51 38 59 56 46 62 55 58 57 53 69 61 61 70 64 59 46 50 56 48 53 65 58 65 61 57 55 62 65
A08 38 42 57 46 42 49 71 61 48 59 85 74 69 72 61 62 40 45 45 47 51 58 66 68 76 48 58 53 51
D04 46 45 52 47 39 57 70 58 48 52 63 58 62 73 61 60 50 55 57 49 54 48 58 65 67 53 55 56 59
D03 43 43 49 43 38 52 66 55 47 51 66 57 60 76 60 57 46 49 50 45 49 46 56 61 68 50 53 55 57
B05 39 36 48 45 37 45 48 47 44 44 58 60 57 60 59 56 39 44 44 44 50 46 52 54 57 44 50 45 40
F08 45 38 53 47 39 55 58 55 49 49 62 57 59 70 58 59 49 52 55 49 54 54 56 64 68 52 54 54 55
A05 45 47 59 51 42 51 70 60 48 57 76 63 63 68 57 53 43 47 48 47 54 47 66 67 70 49 57 52 51
B08 37 40 53 48 42 52 62 50 49 51 70 70 64 63 57 56 41 47 49 50 56 52 57 64 65 49 52 51 49
A07 34 37 46 45 39 42 55 46 45 49 60 58 61 60 55 54 37 43 44 48 52 48 51 55 58 44 52 45 41
E08 39 35 49 44 36 52 53 50 47 43 67 57 55 65 53 54 44 47 49 45 49 55 51 58 65 48 50 52 53
D08 38 35 46 45 35 50 48 48 44 43 51 50 53 61 52 50 40 43 50 43 48 48 49 57 55 47 45 49 50
 A B C D E
大 
クラスターごとに試験結果が類似。 
一方、クラスター内でも株によって 
独立した特徴が見られる。 
小 
大 小 
	
T105
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図 9 Eco 株との A値の差が 150 以上の試験項目の 29 種の KT105 株の A値の分布 
 Eco 株の A値との差が大きい（150 以上）試験項目 20 種 D10（Troleandomycin）、C08（L-Rhamnose）、B01（D-Raffinose）、F10
（Vancomycin）、A11（pH6）、F09（Gluconic Acid）、E10（Lincomycin）、D05（Glycerol）、G07（D-Malic Acid）、E05（L-Aspartic Acid）、
A10（POSI）、C11（Fusidic Acid）、G08（L-Malic Acid）、F07（Mucic Acid）、E03（L-Alanine）、H08（Acetic Acid）」「G04（L-Lactic 
Acid）、E02（Glycyl-L-Proline）、G09（Bromo-Succinic Acid）、C09（Inosine）に関し、各株の A値の分布を R、psych パッケージ 5
の multi.hist 関数にてヒストグラムとして示した。横軸は A値を示し、1目盛りは 50 である。 
Eco Eco Eco Eco
Eco Eco Eco Eco
Eco Eco Eco
Eco
Eco Eco
Eco
Eco
Eco
Eco
Eco Eco
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図 10 Eco 株よりも A値が 50 以上高い株が存在する試験項目の各 KT105 株の A値の分布 
 A 値が Eco 株よりも 50 以上高い場合が記録された 4つの試験項目 A03（D-Maltose）、H10（Aztreonam）、G10（Nalidixic Acid）、
F01（Pectin）について、各株における A値の分布を、R、psych パッケージ 5の multi.hist 関数にてヒストグラムとして示した。横軸
は A値を示し、1目盛りは 50 である。 
 
3-4. 主成分分析 
 ここでは、16S rRNA 遺伝子の置換により、大腸菌の表現型がどのように発散するのか、どのような試験
項目に対しどのような変化を起こしているのかを具体的に検証するため、表現型の変化が特異的な 3-3 で抽
出した試験項目を、試験の性質（ストレス応答試験・糖代謝試験・アミノ酸代謝試験）別に主成分分析をお
こなった。 
 
3-4-1. ストレス応答 
 主成分分析の対象の試験項目は、29 種の KT105 株の G10（Nalidixic Acid）、H10（Aztreonam）、E10
（Lincomycin）、D10（Troleandomycin）、F10（Vancomycin）、A11（pH6）における PM 結果（A 値）、お
よび「増殖倍化時間」、「16SEcoとの配列相同性」とした。主成分分析の結果、主成分は第 1 主成分（PC1）
から第 8主成分（PC8）まで出現した。8つの主成分に対する累積寄与率は PC3 で 1 を切り、PC2 までで約
8割に達している。つまり、PC1 と PC2 で全体の情報量の約 8割を説明できることを意味する（図 11B）。 
 そこで、PC1 と PC2 の情報を用いた分析結果を図 11A に示した。PC1 および PC2 の軸の意味は、図 11A
における赤矢印と図 11CD の因子負荷量から読み取れる。赤矢印の方向は、対応する試験項目が寄与する方
向であり、その矢印の長さは寄与度の大小を示している。図 11CD は、1 および-1 に近いものほど、その方
向に大きく寄与していることを示しており、図 11A の赤矢印の意味を異なる手法で表現したものである。図
11A の重心を中心に、PC1 軸および PC2 軸に垂直に分断し、29 種の株それぞれのストレス応答の特徴づけ
をした。 
 
PC1 軸（横軸） まず、PC1 軸について考えていく。右方向に伸びている矢印は「DT（Doubling Time）」
で、それに真反対方向に伸びる矢印は、E10（Lincomycin）、D10（Troleandomycin）、F10（Vancomycin）、
A11（pH6）である（図 11A）。このことから、重心より右側は、増殖倍化時間が大きく（増殖不良）、前述の
3種の抗生物質と pH6 に関する試験において A 値が低い（＝抗生物質と pH6 への感受性が高い）と言える。
重心より左側は、その逆の特徴となる。それゆえ、図 11A の右端に位置する NS14 株（12）は、増殖倍化時
Eco
Eco
Eco
Eco
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間が大きく（増殖不良）、前述の 3種の抗生物質に感受性が高く、pH6 に対するストレス応答が他の 29 種の
株よりも低いと言える。一方、左側に位置する 45HK 株（29）においては、NS14 株とは逆の特徴を持つと
言える。 
 
PC2 軸（縦軸） 下向きに伸びている矢印は「Seq Ident（16SEcoとの配列相同性）」に関するもので、上方
向に伸びているものは G10（Nalidixic Acid）である（図 11A）。このことから、重心より上側は、16SEcoと
の配列相同性が低いもの、かつ、Nalidixic Acid 耐性が強いものであり、重心より下側は、その逆の特徴を持
つものであると言える。それゆえ、重心より上に位置する NS7 株（9）は、Nalidixic Acid 耐性が強く、16SEco
との配列相同性が低く、重心より下に位置する BH1 株（2）は、逆に、Nalidixic Acid に感受性が高く、16SEco
との配列相同性が高い。 
 
軸に斜めに関わる試験 H10（Aztreonam）の矢印は、上斜め左に向いている（図 11A）。つまり、重心より
左上に位置すれば、Aztreonam 耐性が強く、逆に右下であれば、耐性が弱いということが言える。そのため、
Aztreonam の矢印が示す方向の反対側に位置する HK2 株（17）は、Aztreonam に感受性が高いと言える。 
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図 11 ストレス応答に関する主成分分析 
 29 種の KT105 株（表）の G10（Nalidixic Acid）、H10（Aztreonam）、E10（Lincomycin）、D10（Troleandomycin）、F10（Vancomycin）、
A11（pH6）における PM 解析結果（A 値）、および「増殖倍化時間」、「16SEcoとの配列相同性」を利用し、主成分分析をおこなった。
第 1 主成分（PC1）と第 2 主成分（PC2）の結果を（A）に示した。1 から 29 までの数字は、29 種の株（表）を示している。また、8
つの主成分の固有値と累積寄与率を（B）に示した。そして、PC1 の因子負荷量を（C）に PC2 の因子負荷量を（D）に示した。 
 
Eco 株との比較 Eco 株（1）は、左下に位置する（図 11A）。増殖が良好で、かつ Nalidixic Acid に感受性
が高いという特徴が認められた。 
 Eco 株と同じ左下の区画に位置する株は、階層的クラスタリング分析（4-2）により Eco 株と同じクラス
ターC に帰属される、BH1 株、BH2 株、BH6 株、45BH 株、45HK 株が含まれていることが確認された。そ
の他、HK1 株も認められた。その他の株の多くが左上の区画に位置し、次に右上の区画が多く、右下の区画
は少数であった。 
 このことから、16S rRNA 遺伝子の置換は、”ストレス応答”に関し、多くの場合が Nalidixic Acid に耐性を
持つ（［上］に共通）ようになることが判明した。また、BH6 株と HK2 株については、GENIII MicroPlateTM
の全試験をまとめて評価した場合は類似しないことも多かったが、”ストレス応答”に関しては、Eco 株らと類
似する表現型を示すことが分かった。また、図 11A 上の株間の距離はいずれの場合も近接している訳ではな
く、その特徴の程度の差が認められた。 
 
Nalidixic Acid耐性の獲得 変異株の半数以上が、Eco株よりもNalidixic Acid耐性が高いことが判明した（図
10）。Nalidixic Acid はキノロン系の抗生物質であり、2本鎖 DNA が DNA ジャイレースによって切断された
切断面に結合し、DNA 鎖の再結合を阻害することにより、DNA 複製を阻害する 9,-11。Nalidixic Acid は耐性
菌の出現率が高いことでも知られ、ゲノムの変異率の推定に Nalidixic Acid 耐性の獲得率を指標とすること
もある 12。 
 Nalidixic Acid 耐性の獲得機構は、直接のターゲットとなる DNA ジャイレースの変異のみならず膜透過性
の変化（Nalidixic Acid の取り込みの低下や排出系の亢進）もある 13-15。16S rRNA 遺伝子の置換が、Nalidixic 
Acid の耐性に直接影響したとは考え難く、リボソームの機能改変によって細胞システムが変動し、膜透過性
が変化したのではないかと予想される。 
 
類似する表現型を持つ集団 図 11A において、左上の区画に位置する株は、互いの距離が近接していた。29
種の KT105 株中 13 の株が左上の区画に含まれる。これらのことから、16S rRNA 遺伝子の置換によって獲
得された KT105 株の 2/5 程度が”ストレス応答”に関し、同様の表現型を獲得したことが分かった。 
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特異な表現型を持つ株 HK2 株（17）は、図 11A において、他のどの株とも距離が離れており（右下に位置）、”
ストレス応答”に関し特徴的な表現型を示すことが示唆された。前述の通り、特に他の株に比べ Aztreonam
に感受性が高いことが言える。 
 
カイネティクスグラフの比較による詳細解析 主成分分析では、解析・解釈の簡素化のため、各株における
繰り返し実験の平均値を用いた。しかし、前述ように、A 値にはある程度の誤差が認められるため、特定の
株の表現型の詳細な議論をする場では、繰り返し実験におけるデータのぶれを今一度確認することが重要で
あると考える。そこで、ストレス応答に関して、Eco 株（1）と特徴が異なる株、45HK 株（29）と NS14 株
（12）において（図 11A、青線）、カイネティクスデータを、誤差棒付きのグラフで比較した。 
 繰り返し実験のデータに基づく誤差棒付きのカイネティクスグラフ E10 において、45HK 株の曲線は、Eco
株の曲線と重なり、誤差も小さいことが確認された（図 12）。D10、F10、A11 についても、誤差は大きくな
く、A 値がほぼ一致し、図 23A の結果を支持する結果であった。ただし、曲線の傾き（mu 値に関連）に注
目すると、45HK 株の場合は Eco 株に比べ、緩やかであることが確認され、mu 値を利用した主成分分析で
は結果が多少変動することが予想された（図 12）。 
 一方、G10 および H10 においては、45HK 株が Eco 株よりも A 値が高かった（図 12）。カイネティクスグ
ラフから、それらの試験項目に関し、45HK 株も Eco 株も誤差が比較的大きかったが、それでも 45HK 株の
A 値が Eco 株よりも高いことを確認することができた（図 12）。NS14 株については、G10 以外の A 値が Eco
株に比べ大きく低いことが、カイネティクスグラフからも確認することができた（図 12）。これらのカイネ
ティクスグラフによる比較結果は、すべて主成分分析の結果（図 11A）を支持するものであることが確認で
きた。 
 
3-4-2. 糖代謝 
 “ストレス応答”と同様に、解析をおこなった。主成分は 5 つであり、PC2 の固有値は 1 に近く、その累積
寄与率は 8 割程度であることを確認した（図 13B）。よって、PC1 と PC2 による主成分分析の結果を図 13A
に示した。 
 
PC1 軸（横軸） 左方向に伸びている矢印は B01（D-Raffinose）および C08（L-Rhamnose）である（図
13A）。このことから、重心より左側は、D-Raffinose と L-Rhamnose の代謝活性が高く、右側はそれらの代
謝活性が低いと言える。 
 
PC2 軸（縦軸） 下向きに伸びている矢印は A03（D-Maltose）である（図 13A）。このことから、重心より
上側は、D-Maltose 代謝活性が低く、下側はそれが高いと言える。 
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図 12 カイネティクスグラフの比較 
 45HK 株、NS14 株および Eco 株の G10（Nalidixic Acid）、H10（Aztreonam）、E10（Lincomycin）、D10（Troleandomycin）、F10
（Vancomycin）、A11（pH6）における PM解析での呈色強度のリアルタイム測定結果を示した。誤差棒は、繰り返し実験 3回分であ
る。 
 
軸に斜めに関わる試験 「Seq_Ident（16SEco との配列相同性）」の矢印は左斜め上の方向を指している（図
13A）。それゆえ、左上の区画は、16SEcoとの配列相同性が高く、逆に右下の区画は、16SEcoとの配列相同性
が低いことを意味している。「DT（増殖倍化時間）」の矢印は、右斜め上の方向を指している（図 13A）。そ
れゆえ、右上の区画は、増殖倍化時間が大きく（増殖不良）、逆に左下の区画は、増殖倍化時間が小さい（増
殖良好）ことを意味している。 
 
Eco 株との比較 Eco 株（1）は、左上に位置する（図 13A）。つまり、Eco 株は 29 種の KT105 株の中で、
当然 16SEcoとの配列相同性が高く（100%）、D-Rafinose および L-Rhamnose の代謝活性が高く、D-Maltose
の代謝活性が低いという特徴が認められた。 
 Eco 株と同じ左下の区画に位置する株は、階層的クラスタリング分析で Eco 株と同じクラスターC に帰属
される BH1 株、BH2 株、BH6 株、45BH 株、45HK 株が含まれていることが確認された。”ストレス応答”に
比べ”糖代謝”は、主成分分析の結果が一局に集中しておらず、各株がバラけていた。 
 このことから、16S rRNA 遺伝子の置換は、”糖代謝”に関する表現型を多様に変化させることが示唆された。 
 
カイネティクスグラフの比較による詳細解析 “糖代謝”の表現型が特異的な NS5 株（7）および HK20（26）
について、”糖代謝”に重要な試験におけるカイネティクスグラフを Eco 株（1）のものと比較した。これによ
って、図 13A 上では不明瞭であった、表現型の差の程度を詳細に検証可能となる。 
 3 つの株のカイネティクスグラフの重ね合わせの結果、B01 と C08 においては、A 値だけでなく、傾き（mu
値）および面積（integral 値）においても明らかに、Eco 株、HK20 株、NS5 株の順に値が低いことが確認さ
れた（図 14）。これは図 13A の主成分分析の結果と一致する。また、繰り返し実験による誤差も小さく、再
現性が高いことも確認できた（図 14）。 
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図 13 糖代謝に関する主成分分析 
 29 種の KT105 株（表）の A03（D-Maltose）、B01（D-Raffinose）、C08（L-Rhamnose）における PM解析結果（A値）、および「増
殖倍化時間」、「16SEcoとの配列相同性」を利用し、主成分分析をおこなった。第 1 主成分（PC1）と第 2 主成分（PC2）の結果を（A）
に示した。1から 29 までの数字は、29 種の株（右表）を示している。また、5つの主成分の固有値と累積寄与率を（B）に示した。そ
して、PC1 の因子負荷量を（C）に PC2 の因子負荷量を（D）に示した。 
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図 14 カイネティクスグラフの比較 
 HK20 株、NS5 株および Eco 株の A03（D-Maltose）、B01（D-Raffinose）、C08（L-Rhamnose）における PM解析での呈色強度の
リアルタイム測定結果を示した。誤差棒は、繰り返し実験 3回分である。 
 
 A03 においては、Eco 株の誤差がやや目立った（図 14）。しかし、その誤差を考慮しても、HK20 株は Eco
株よりも明らかに活性が高いことが確認された。また、A03 において A 値だけで判断すれば、Eco 株は NS5
株と同等である（図 14）。しかし、Eco 株の立ち上がりの長さ（ラグ：lamda）は、NS5 株だけでなく HK20
株と比較しても短かった（図 14）。PM 解析のデータだけでは、この結果を解釈すること難しく、今後、A03
の D-Maltose を混合した培地による増殖比較など、様々な視点から検証していく必要がある。 
 
3-4-3. アミノ酸代謝 
 “ストレス応答”や”糖代謝”と同様に、解析をおこなった。主成分は 6つであり、PC2 の固有値は 1を切り、
その累積寄与率は 8 割を超えることを確認した（図 15B）。よって、PC1 と PC2 による主成分分析の結果を
図 15A に示した。 
 
PC1 軸（横軸） 左方向に伸びている矢印は E05（L-Aspartic Acid）、E03（L-Alanine）、E02（Glycyl-L-Proline）
であり、逆（右）方向に伸びている矢印は「DT（増殖倍化時間）」である（図 15A）。このことから、重心よ
り左側は、L-Aspartic Acid、L-Alanine、Glycyl-L-Proline の代謝活性が高く、増殖倍化時間が小さい（増殖
良好）であり、右側はそれらの逆の特徴があると言える。 
 
PC2 軸（縦軸） 縦方向に寄与する矢印はないため、斜めを向いている矢印から意味を捉える必要がある。 
 
軸に斜めに関わる試験 E06（L-Glutamic Acid）の矢印は左斜め上の方向を指している（図 15A）。それゆ
え、左上の区画は、L-Glutamic Acid の代謝活性が高く、逆に右下の区画は、それが低いことを意味してい
る。「Seq_Ident（16SEcoとの配列相同性）」の矢印は、左斜め下の方向を指している（図 15A）。それゆえ、
左下の区画は、16SEco との配列相同性が高く、逆に右上の区画は、16SEco との配列相同性が低いことを意味
している。 
 
アミノ酸の代謝活性と増殖倍化時間の関係 検証に用いた 4 種のアミノ酸の代謝活性低いほど、増殖倍化時
間が大きい（増殖不良）であることが認められた（図 15A）。 
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Eco 株の位置 Eco 株（1）は、左下に位置する（図 15A）。つまり、Eco 株は 29 種の KT105 株の中で、当
然 16SEcoとの配列相同性が高く（100%）、比較的 L-Aspartic Acid、L-Alanine、Glycyl-L-Proline の代謝活性
が高こと認められた。Eco 株と同じ左下の区画に位置する株は、いくつか確認されたが、いずれも Eco 株と
の距離は離れていた（図 15A）。このことから、置換に用いた 16S rRNA 遺伝子の種類が、大腸菌に近縁なも
のであっても、”アミノ酸代謝”における表現型には変化が生じすることが分かった。 
 
類似する表現型を持つ集団 図 15A において、多くの KT105 株が重心の少し上に集中しており、かつ、E06
（L-Glutamic Acid）の矢印に平行に広がっていた。つまり、16S rRNA 遺伝子の置換によって生じた変異株
の大半において、L-Glutamic Acid の代謝活性に違いが生じた。また、L-Aspartic Acid、L-Alanine、
Glycyl-L-Proline においても、大半の変異株間で違いが認められた。 
 
特異な表現型を持つ株 HK2 株（17）および NS14 株（12）は、図 27A において互いに近接しており、他
の株との距離は遠かった（図 15A）。それゆえ、”アミノ酸代謝”においては、これらの 2 つの株は特徴的な表
現型を示すことが分かった。軸の意味から、これらは、増殖不良であり、分析に用いた 4 種すべてのアミノ
酸の代謝活性が低いことが分かった。 
 
カイネティクスグラフの比較による詳細解析 “アミノ酸代謝”の表現型が特異的な NS5 株（7）および HK10
（22）について、”アミノ酸代謝”に重要な試験におけるカイネティクスグラフを Eco 株（1）のものと比較し
た。その結果、E06 については、29 種の KT105 株の中で最も A 値が高かった HK10 株でさえ、200 に届い
ていない（図 16）。つまり、この試験は他の試験に比べ、A 値の違いが結果に影響しやすい。それゆえ、横
軸（PC1）の座標がほぼ一致する Eco 株（1）と HK10 株（22）において、縦軸（PC2）は遠く離れている
が、その差は他のものと比較的変化が小さかった。NS5 株については、Eco 株（1）と HK10 株（22）に対
し、どのアミノ酸に対しても代謝活性が低かったことが確認された。 
 E06 については、前述の通り、図 15A で読み取れるほどの差が見られなかった。その他のアミノ酸に関し
ては、特に Eco 株に誤差がやや目立ったが、図 15A を支持する内容であった。 
 
 以上、GENIII MicroPlateTMの 96 の試験項目において、Eco 株の結果と大きく異なる結果が観察された試
験項目を抽出し、”ストレス応答（検証対象の試験項目数：6）”、”糖代謝（検証対象の試験項目数：3）”、”アミノ
酸代謝（検証対象の試験項目数：4）”別に主成分分析をおこなった。”ストレス応答”については、変異株の半
数以上が、Eco 株よりも Nalidixic Acid 耐性が高いことが判明した（図 10）。《糖代謝》については、いくつ
かの変異株において、特に、D-Maltose の代謝活性が Eco 株よりも向上したことが確認された（図 10）。こ
のことは、16S rRNA 遺伝子の置換によって、本来 Eco 株が持っている機能をさらに高めた例であると言え
る。《アミノ酸代謝》については、検証に用いた 4種のアミノ酸の代謝活性低いほど、増殖倍化時間が大きい
（増殖不良）であることが認められた（図 15A）。以上、主成分分析では、29 種の KT105 株のいくつかの試
験項目に関する結果の関連性を確認することができた。それにより、16S rRNA 遺伝子の置換がもたらす大
腸菌の表現型の変化を簡潔に評価することができた。 
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図 15 アミノ酸代謝に関する主成分分析 
 29 種の KT105 株（表）の E05（L-Aspartic Acid）、E03（L-Alanine）、E02（Glycyl-L-Proline）、E06（L-Glutamic Acid）における
PM 解析結果（A 値）、および「増殖倍化時間」、「16SEcoとの配列相同性」を利用し、主成分分析をおこなった。第 1 主成分（PC1）と
第 2主成分（PC2）の結果を（A）に示した。1から 29 までの数字は、29 種の株（表）を示している。また、5つの主成分の固有値と
累積寄与率を（B）に示した。そして、PC1 の因子負荷量を（C）に PC2 の因子負荷量を（D）に示した。 
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図 16 カイネティクスグラフの比較 
 HK20 株、NS5 株および Eco 株の E05（L-Aspartic Acid）、E03（L-Alanine）、E02（Glycyl-L-Proline）、E06（L-Glutamic Acid）に
おける PM解析での呈色強度のリアルタイム測定結果を示した。誤差棒は、繰り返し実験 3回分である。 
 
4. おわりに 
 RINSPEX 法によって創成された大腸菌変異株の表現型を、PM 解析により評価した。階層的クラスタリン
グ分析結果と機能性 16S rRNA 遺伝子の進化系統関係の関連性の検証から、大腸菌の近縁種由来の 16S rRNA
遺伝子が機能している KT105 株では、Eco 株と PM 解析結果が類似していることが確認された。一方、その
他の KT105 株では、PM 解析結果と 16S rRNA 遺伝子の進化系統関係に関連は認められなかった。また、PM
解析結果と増殖倍化時間の関連に関する検証では、クラスターによっては増殖倍化時間が類似する場合も認
められた。 
 Eco 株の結果の比較分析では、96 の試験項目中の Eco 株と結果が大きく異なる試験項目（特に、最大値[A
値]が 150 以上 Eco 株と異なる試験項目）が、20 項目あることが確認された。また、Eco 株よりも A 値が向
上する株・試験項目の組合せもあり、A 値において 50 以上 Eco 株よりも高い試験項目を 4 項目抽出した。
そのうちの 2つは抗生物質 Nalidixic Acid と Aztreonam であった。この 2つの抗生物質は、リボソームがタ
ーゲットであるわけではない。それゆえ、16S rRNA 遺伝子置換によるリボソームの機能改変が、細胞シス
テムを変動させたことが起因していると考えられる。 
 すなわち、本章では、16S rRNA 遺伝子置換が、確かに大腸菌の表現型を変化させ、これまで大腸菌が有
していなかった機能を獲得する、または隠れていた機能を顕在化させることができることが示された。 
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終章 
 
1. 本研究の成果 
 16S rRNA 遺伝子は「水平伝播しない遺伝子 1」の代表としてみなされ、「バクテリア進化系統分類の分子
マーカー2」として使用されてきた。一方、大腸菌を含む大半の生物種において、「類似するが完全に同一で
はない」複数の 16S rRNA 遺伝子を有すること、さらには、いくつかの種間で 16S rRNA 遺伝子の全長ある
いは部分的な水平伝播が報告されてきた 3-9。これら相反する知見に対し、私の研究室では、「リボソームは
考えられてきた以上に柔軟なのではないか？」と考え、「16S rRNA 遺伝子の水平伝播」を模した実験を企画
し、その結果、メタゲノム由来の大腸菌と同じプロテオバクテリア門のガンマプロテオバクテリア綱および
ベータプロテオバクテリア綱の 16S rRNA 遺伝子が、大腸菌の 16S rRNA 遺伝子と置換可能であることを示
した 10。 
 
 このような背景のもと、まず私は大腸菌の遺伝子欠損を相補する 16S rRNA の「限界」に興味を持ち、研
究に取り組み始めた。しかし、実際に実験に取り掛かると、技術的な壁に当たった。その第一が、第１章に
詳述した「スループットの壁」である。限界に挑戦するからには、ある程度の「数」をこなさなければなら
ないはずだからである。そこで、本博士論文、第 1 章では、16S rRNA 遺伝子置換技術のスループットを向
上させることを目的とした。具体的には、⑴ 異種 16S rRNA 遺伝子を PCR 増幅により獲得する際のプライ
マーの改良、⑵ 異種 16S rRNA 遺伝子の発現プラスミド pRB103 の薬剤耐性マーカーの変更、⑶ スループ
ットの限界を規定していたカウンターセレクション工程の改善や、⑷ 新規カウンターセレクションシステム
の開発をおこない、⑴から⑶でおこなった改良をすべて反映させ、大腸菌における 16S rRNA 遺伝子置換技
術 ”RINSPEX (Ribosomal RNA INterSPecies EXchange) 法” を確立した。 
 
 第 2 章では、RINSPEX 法に基づき、メタゲノムライブラリー由来の多種多様な 16S rRNA 遺伝子をスクリ
ーニングし、4,000 クローン規模の大腸菌変異株ライブラリーを構築した。従来法ではカウンターセレクシ
ョンに供するクローン数がせいぜい 1 日 200 程度で、獲得される機能相補株もせいぜい 10 種類程度であっ
たことを考えると大幅な飛躍であった。そして、機能性 16S rRNA 遺伝子の配列解析および変異株の生育観
察から、RINSPEX 法による 16S rRNA の改変範囲を検証した。その結果、大腸菌とは門レベルで異なるアシ
ドバクテリア門由来の 16S rRNA 遺伝子（16SNS11および 16SNS5）でさえ置換可能であることが判明した。
16SNS11は、大腸菌 16S rRNA 遺伝子 16SEcoに 78.4%の配列相同性を示し、334 箇所の相違部位（変異部位）
を有する。変異の大半は Hypervariable region11に存在し、変異による 16S rRNA 内の大きな高次構造変化は
ないことも確認された。このように、RINSPEX 法により得られた機能性 16S rRNA 遺伝子の配列解析の結果
から、配列自由度 —どの部位をどのように変えることができるか— について、多くの知見が得られた。 
 
 第 3 章では、16SNS11による置換変異株 NS11 株を対象にして、16S rRNA 遺伝子のキメラ解析（16SNS11
の各ドメインを 16SEco配列で置換）、それに引き続きキメラ解析で絞り込まれた 3’ minor ドメインに関して
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点変異解析をおこなった。ドメインキメラ解析と生化学解析（ショ糖密度勾配遠心、無細胞翻訳系による翻
訳活性解析）を組合せることで、3’ minor ドメインが 16SNS11によりもたらされるリボソーム機能低下の主
原因を担っていることを明らかにした。3’ minor ドメインの点変異解析により、ヘリックス h44 内のわずか
一つの塩基対（1416-1484）を大腸菌型に戻すことで大幅に回復し（倍化時間 42.7 min）、Eco 株（倍化時間
40.2 min）に匹敵するほどとなったことが明らかとなった。裏を返せば、16SNS11に存在する 300 余りの変異
の大半は、リボソーム機能に大きな影響を及ぼさない（中立的）変異であることを意味した。第 2 章で得ら
れた知見（リボソームが数百塩基も異なる 16S rRNA を受容可能であること）とともに、高い進化能を有し
ていることを意味しているという、リボソームの進化を考える上で重要な知見を得た。 
 
 第 4 章では、RINSPEX 法によって創成された置換変異株 28 種と Eco 株に対し、リボソーム改変によりも
たらされる細胞システムの変動、それにより現れる表現型の変化をフェノタイプマイクロアレイ解析により
網羅的に解析した。16S rRNA 遺伝子の改変はリボソーム機能を変化させるはずである ̶単に「強い」「弱
い」だけでなく、翻訳される鋳型の特異性なども含めて。このため、リボソームの機能変化は、細胞内のあ
らゆる遺伝子の翻訳変動を引き起こし、トランスクリプトーム、メタボロームなどの細胞内システムをがら
りと変化させる可能性がある。私は、16S rRNA 遺伝子の改変により、この可能性を検証し、微生物育種の
新しいアプローチとして確立できないかと考えた。細胞システムを変えることにより細胞の機能・性質を変
化させる研究は、Stephanopolous らによる酵母 RNA ポリメラーゼを改変対象とした gTME12や、Ochi らに
よる休眠遺伝子の活性化による新規抗生物質の高生産 13などでよく知られている。これらの研究は転写制御
システムを改変した研究であったが、本研究は翻訳系を改変している点で異なる。アプローチの違いによる
優劣を議論する段階にはないが、私の研究でもリボソーム中の 16S rRNA を変えることで多様な表現型が生
まれることは確認された。その大半は（大半の変異株、大半の表現型検査項目）、Eco 株よりも代謝活性（糖
やアミノ酸などに対する）が低下していたが、Azotreonam や Nalidixic Acid といった抗生物質に対しては、
半数以上の変異株において耐性が向上していた。いずれにせよ、16S rRNA 遺伝子の置換が大腸菌の表現型
を変化させることを証明したばかりでなく、形質の改良につながる可能性を示すことができた。「リボソーム
改変に基づく大腸菌の育種」の可能性は十分に見込めると言える。 
 
2. 今後の展望 
 細胞システムの変動を利用した宿主改良は、主に転写レベル（転写因子や RNA ポリメラーゼサブユニット
の改変）により行われてきたが 12-13、本研究で新たに「翻訳システム改変」という方法論を提起する。本研
究によって、大腸菌 16S rRNA 遺伝子置換技術の大腸菌宿主創成への応用の下準備が整った。今後は、真に
産業上有用な大腸菌宿主の創成を目指し、工学的な観点で発展させる必要がある。 
 
 第一に、置換に用いる 16S rRNA 遺伝子ライブラリーをメタゲノムソースの拡大することなどが考えられ
るが、単に多様化するのか、あるいはある系統群に絞った Focused Library を利用するのか？ こうした技
術課題に対し、「ライブラリーの構築」と「機能評価」を繰り返しながら解答を見出し、方法論自体を進化さ
せていく計画である。より具体的な要素技術としては、Focused Library の作成方法（プライマー設計、選択
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培地での可培養細菌の集積等）、ドメインごとのライブラリー構築と機能スクリーニングなどが挙げられる。 
 
 より基礎的な研究についても新たな研究課題が多く見つかった。本論で見出された特徴的な変異株につい
て、「なぜそのような振る舞いをするのか？」について明確な結論は得られていない。16S rRNA 遺伝子やリ
ボソームの機能と表現型を関連づけることで、メカニズム解明を進めることも可能かもしれない。例えば、
変異株の多くで確認された Nalidixic Acid 耐性獲得の原因の解明などは、細胞内のトランスクリプトーム解
析などにより解決するかもしれない。膜脂質分析（FAME）等の生化学手段などによっても分子機構の解明
を行える可能性がある。 
 
 本論の第 4 章で得られた膨大なデータには、まだ私たちが知らない細胞内システムが多く包含されている
はずである。16S rRNA 遺伝子の改変を起点に誘起される細胞内システムの変動の分子機構を解明すること
により、より合理的な表現型デザインも可能になるかもしれない。 
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実験方法の詳細 
 
本研究を進める上で、使用した試薬、機器、方法について以下にまとめた。 
 
1. 試薬 
1-1. PCR 試薬 
EmeraldAmp PCR Master Mix   タカラバイオ 
KOD-Plus-Neo     東洋紡 
KOD-FX-Neo     東洋紡 
 
1-2. クローニング用試薬 
In-Fusion HD Cloning Kit    タカラバイオ 
T4 DNA Ligase     New England BioLabs 
T4 Polynucleotide Kinase    New England BioLabs 
Antarctic Phosphatase    New England BioLabs 
RNase-Free DNase Set    QIAGEN 
リゾチーム     和光純薬 
メルカプトエタノール    和光純薬 
各種制限酵素（HF 版があれば HF）   New England BioLabs 
Agarose S     和光純薬 
Formaldehyde-Free RNA Gel Kit   AMRESCO 
50xTAE     ニッポンジーン 
臭化エチジウム     和光純薬 
1 kb DNA Ladder     タカラバイオ 
ミドリグリーン DNA 染色蛍光試薬   日本ジェネティクス 
Z-Competent E. coli Transformation Kit  ZYMO RESEARCH 
 
1-3. 核酸抽出キット 
FastGene Gel/PCR Extraction   日本ジェネティクス 
HiYieldTM Plasmid Mini Kit    SciTrove 
Extrap Siol DNA kit Plus ver.2   J-Bio21 
NucleoSpin RNA     MACHEREY NAGEL 
 
1-4. 培地 
DifcoTM SOB Medium    BD 
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LB Broth Lennox    Novagen 
2xYT Both      Novagen 
Agar      CALBIOCHEM 
M9 Minimal Medium Salts    MP 
D(+)-グルコース    和光純薬 
Nuclease-Free Water    Thermo Fisher 
 
1-5. 抗生物質 
トリメトプリム     和光純薬 
カナマイシン     和光純薬 
アンピシリン     和光純薬 
クロラムフェニコール    和光純薬 
ゼオシン     Invitrogen 
 
1-6. コンピテントセル 
HIT-JM109     RBC Bioscience 
HIT-DH5α     RBC Bioscience 
NEB-Turbo     New England BioLabs 
 
1-7. 測定試薬 
PUREfrex (1.0)     ジーンフロンティア 
GEN III MicroPlate    Biolog 
IF-A      Biolog 
 
1-8. プラスティックウェア等 
8 連 PCR チューブ QPCR-8S   BMBio 
96 well cell culture cluster, Flat bottom, 3595  Costar 
通気性タイプ細胞培養用 BF-400   BMBio 
粘着タイプアルミシール（PCR・保存用）BMPCR-AS-200 BMBio 
 
2. 機器 
2-1. 培養関連 
Bioshaker M・BR-024    TAITEC 
恒温器     yamato 
Bioshaker BR-40LF    TAITEC 
Bioshaker BR-43FL    TAITEC 
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2-2. クローニング用機器 
チュブレミキサー TWIN3-28N   SCINICS 
Eppendorf Thermomixer Comfort   Fisher Scientific 
ビーズクラッシャー µT-12    TAITEC 
Veriti サーマルサイクラー    Applied Biosystems 
GeneAmp PCR システム 9700   Applied Biosystems 
GeneAtlas サーマルサイクラー   ASTEC 
小型恒温水槽 NTT-2000    EYELA 
遠心エバポレーター CVE-2200   EYELA  
eLINE 電動ピペット    Biohit 
Mupid-exU     ADVANCE 
AE-6932GXES プリントグラフ   ATTO 
白黒プリンター UP-X898MD   SONY 
 
2-3. 遠心機 
Centrifuge 5810R    Eppendorf 
Centrifuge 5430R    Eppendorf 
OptimaTM L-70K Ultracentrifuge   Beckman 
 
2-4. 測定 
WPA biowave CO8000 Cell density meter  Biochrom 
VersaMax microplate reader   Molecular Devices 
SpectraMax Gemini microplate reader   Molecular Devices 
Sunrise microplate reader    TECAN 
Bio-Mini UV monitor AC-5200L   ATTO 
Piston Gradient Fractionator   Biocomp 
Grandient master 108    Biocomp 
Mx3000p qPCR System    Agilent Technologies 
OmniLog phenotype microarray system  Biolog 
aCOLyte Colony Counter    SYNBIONSIS 
極微量分光光度計 NanoDrop Lite   Thermo SCIENTIFIC 
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3. 方法 
3.1. メタゲノムの調製 
 北海道の土壌や海水、動物の腸内環境サンプル各々4 g 程度から、Extrap Soil DNA kit Plus ver. 2 を用い、
微生物ゲノムを抽出した。 
 
3-2. PCR 
 PCR 試薬は用途によって使い分けた。ジェノタイピングやシーケンス反応の鋳型 DNA の増幅には
EmeraldAmp を利用した。遺伝子クローニング実験での利用は KOD-Plus-Neo を利用した。環境サンプル由
来の不純物を多く含むメタゲノムなどの DNA を鋳型する場合や、KOD-Plus-Neo で増幅効率が低い場合に
は、KOD-Fx-Neo を利用した。 
 PCRにおける反応液の組成や反応サイクルの条件は、各PCR試薬の推奨プロトコール通りにおこなった。 
 
3-3. In-Fusion クローニング 
 主に、16S rRNA 遺伝子断片の pRB105 へのクローニングに利用した。PCR 増幅によるベクター断片は十
分に DpnI により PCR の鋳型 DNA（プラスミド）を切断し除去しておく。反応組成については、酵素量を推
奨プロトコールの 1/4 量に、反応時間については 4 倍に変更しておこなった。反応後は、反応液を直接、大
腸菌の形質転換に利用した。 
 
3-4. 制限酵素と DNA リガーゼによるクローニング 
 利用する酵素の種類や組合せによって、推奨されているプロトコールを確認し、それに従いおこなった。 
 第 5 章において、NcoI と XhoI を種々の asRNA 遺伝子断片の発現プラスミドの作成に利用した。asRNA
発現プラスミド、pHN1009にはあらかじめasRNAの挿入部位にNcoIと XhoIの認識配列が存在する。asRNA
断片については、その両末端に対応する認識配列が付加されるように、大腸菌ゲノムから PCR によって獲得
する際に用いるプライマーに認識配列を付加しておく（第 5 章表 3）。そして、プラスミドベクターおよび
asRNA 増幅産物を各々制限酵素処理、ついでリガーゼ処理により、目的の産物を獲得した。反応産物は、直
接大腸菌 JM109 株の形質転換に利用した。 
 
3-5. DNA の脱リン酸化酵素、リン酸化酵素、DNA リガーゼによるクローニング 
 PCR 増幅産物の直鎖プラスミドの環状化については、断片のリン酸化を 37℃で 30 分程度おこなった後、
その反応液に直接リガーゼを混合し、室温で 15 分以上反応させた。反応産物は、直接大腸菌 JM109 株の形
質転換に利用した。 
 複数のDNA断片同士のクローニングの場合、必要に応じて脱リン酸化（37℃で1時間以上）、リン酸化（37℃
で 30 分程度）をおこない、必要に応じて FastGene Gel/PCR Extraction により溶液をクリーンアップして
から、大腸菌 JM109 株の形質転換に利用した。 
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3-6. 寒天プレート培地上のコロニーの大きさのバラツキ解析 
 
aCOLyte で寒天プレート培地上のコロニーの撮影・画像保存 
↓ 
PC に画像取り込み 
↓ 
無料画像解析ソフトウェア ImageJ (ImageJ 1.49v) 
↓ 
[Image]→[Adjust]→[Threshold]  
調整してコロニーを認識させる。 
ここでコロニーでない文字やプレートの一部が 
認識されてしまっても問題ない。 
↓ 
[Analyze]→[Analyze pairticle] 
Size: 3 以上 
    プレート上のチリなど、ノイズを認識しなくなる。 
Circularity: 0.9-01.00 
  文字などのコロニー以外の部分を認識しなくなる。 
Show: Outlines 
   結果として出された各 particle の番号を図で確認できる。 
↓ 
結果 
認識した particle が図（認識 particle に番号）と表で表される。 
 
 
コロニーの大きさは、ヒストグラムや散布図で確認するのが良い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aCOLyteで撮影・保存プレート 
Thresholdによりコロニーを認識 
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 2015 年度からの 1年間、産総研イノベーションスクール制度のもと、企業や公設試験研究機関、政府など
様々な立場の関係者の方にお話を伺う機会を頂き、企業における研究活動や異分野研究の融合に関するノウ
ハウなどについて幅広い視野を養うことができました。 
 
 最後に、「勉強好きだったの？」の一言のみで博士課程に送り出してくれた両親に感謝致します。常に深入
りせずに、けれどもしっかり見守ってくれた姿勢に感謝致します。 
 
 
 
平成 28 年 3月 
佃 美雪 
 
